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I, INTRODUCCION

Desde la concepcidn tedrica de los detergentes sintéticos en 1933 has
ta Lla fecha, ha habido un gran progresoc en el desarrollo de productos
para lavar; diferentes y "mejores’” que el jabén. Uno de los eventos
mas importantes en tecnologia de los detergentes para lavar ropa, se
introdujo a nivel de prueba en 1967, incorporando al detergente -

cantidades pequefias de enzimas proteoliticas y amiloliticas (18,31).

Las enzimas en los detergentes sirven como catalizadores en el proce-
so de rompimiento de las moléculas de proteinas y carbohidratos que -
se adhieren a la tela llamadas cominmente "mugre'. Las moléculas de
"mugre", una vez fragmentadas, son mds ficilmente eliminadas durante
el enjuague de la ropa; esto aumenta la eficiencia de las formulacio

nes de detergente para lavar ropa (31).

Asociados con la produccidn de detergentes con enzimas aparecieron dos
aspectos de medicina ocupacional., El primero es una dermatitis irri=
tante primaria, asociado. por el contacto excesivo con el concentrado
de enzimas y el segundo, es una obstruccidn aguda de las vias respira
torias debido a la inhalacidn de polvo de enzimas en altas concentra-
ciones €14,16). Estas afecciones han sido reportadas tnicamente en =
el personal de la industria manufacturera de Los detergentes; Lla se-

guridad para el consumidor en el manejo de Los detergentes bioldgicos



ha sido confirmada y previamente reportada (6,13,21).

Desde entonces, con la adicidn de enzimas al polvo de lavanderiaenel
hogar en 1967, ha habido un incremento de interés en laposibilidad de
reacciones alérgicas que ocurran a los consumidores; mds importante -~
todavia ha sido lo concerniente a reportes de casos de asma y bronqui
tis en trabajadores, quienes han estado expuestos a la enzima en la ~

produccion de estos productos de lavado (22,11).

En 1969, los investigadores Flind y Pepis de Inglaterra fueron los pri
meros en reportar el peligro potencial que existe durante lLa fabrica-
c¢ién de detergentes con enzimas. ELl resultado de algunos estudios fué
que los detergentes con enzimas a diferencia de las enzimas solas, pue
den producir alergia respiratoria (asma) en un porcentaje de la pobla
¢cién de ta fdbrica y que este porcentaje aumenta con el tiempo de ex-
posicién (31,11,27).
’

No existe ninglin riesgo para la salud del consumidor, debido aque tan
to Lla mdxima concentracidn posible como el tiempo de exposicidn estdn
muy por debajo de los midximos aceptables (29,16). Aun asi, se han re
portado casos en amas de casa que han sido susceptibles a una irrita~
cidén en las palmas de las manos, mediada por ardor y prurito, at estar
en contacto con los detergentes, aunque las enzimas se encuentren en

minimas concentraciones (9). (Fig. 1.



Esta fué una buena razdn para que los gobiernos de algunos paises ha-
yan hecho prohibitiva la fabricacién de este tipo de detergentes, pa-
ra asi eliminar por completo cualquier supuesto caso de irritacidén ha
cia el consumidor, aunque éstas hayan sido en una poblacién extremada

mente pequena.

Hoy en dia se cuenta con un amplio conocimiento acerca del riesgo que
pueden tener los trabajadores en las fdbricas de detergentes con enzi
mas. Algunos paises, no asi México, tienen cierta informacidn acerca
de Los posibles dafios ocurridos al consumidor durante el usode estos

productos de lavado.



IRRITACION EN PIEL

FIGURA No. 1.

Fotografia tomada a una ama de casa después de haber estado en con

tacto con el detergente.
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II. GENERALIDADES

A. PRODUCCION Y CONTROL DE POLVO.

EL proceso que se sigue para ta manufactura de la enzima proteolitica
es mediante una fermentacidn utilizando especies seleccionadas de ba-

cilos no patédgenos (Bacillus subtitis) (19).

Los estdndares microbicldgicos y Los controles de calidad aseguran que
no existe contaminacién alguna con otros microorganismos, esporas, en
dotoxinas, micotoxinas o antibiéticos. Desde sus orfgenes, el produc
to terminado no contiene mas de 50 esporas por gramo (6,13). Estacan
tidad de microorganismos es menor a la que contienen muchos alimentos

secos y atin no excede el estdndar recomendado para cosméticos (10).

Los pasos de Lla purificacidn de la enzima requieren un control de ca-
lidad muy cuidadoso. Esto se logra por medio de un proceso de manufac
tura en serie. Después de la purificacién (eliminacidn de microorga-
nismos) se produce un polvo de enzima concentrado por medio de preci-

pitacidn, filtracidn y secado (13).

Para asegurarse de que el ambiente esté limpio, el polvo se trabaja -
en un sistema cerrado. En la industria de los detergentes se presta
mucha atencién a los detalles de ingenieria en donde pueden ocurrir -

tos derrames o lLos escapes de polvo (13).



En la manufactura del detergente, la enzima que es sensible al calor,
tiene que incorporarse al detergente base después de que éste se fabri
ca en una torre de secado a altas temperaturas (22). Después de la -
adicidn de las enzimas y otras materias gquimicas, el producto se mez~
cla y se coloca dentro de grandes bolsas, para luego ser vaciadas a -

las tolvas dosificadoras dentro del departamento de empaque.

Anteriormente dsta era un drea donde se trabajaba con mano de obra in
tensiva y las exposiciones de los trabajadores ocurrian fécilmente; -
actualmente se tiene un gran control con el fin de reducir estas expo
siciones. La polvosidad del producto se ha disminuido al encapsular
las enzimas; hoy en dia las compafiias fabricantes de enzimas han rea
tizado grandes progresos al formar "marumes' o "prills'. Estas son -
microesferas que contienen las enzimas encapsuladas en una matriz no
polvosa. La "prill" se produce mezclando La enzima con un material -
organico no iénico y aspersdndolo en una tolva de enfriado donde las
gotas se enfrian para formar pequefas esferas sdélidas, bien formadas

y no polvosas (17).

Desde Lla adicidén de las enzimas a los detergentes, muchas industrias
han introducido el control de polvo en sus fdbricas, sin embargo, es-
tos sistemas han resultado insuficientes para controlar el polvo de ~
Llos detergentes con enzimas. Es por esto que aparecieron problemas =
alérgicos en el personal, poco tiempo después de haberse iniciado su

fabricacidén (29).



Por Lo anterior, las industrias han tomado una serie de medidas técqi
cas para controlar el nivel de polvosidad en sus plantas (29). Den-—

tro de éstas cabe citar las siguientes:

1. Medidas técnicas: Disefio de equipos mds eficientes, para contro

lar el polvo.

a) Muestreo del aire ambiente para medir el contenido de polvo

en suspensién (4).

b) Redisefio en la forma de adicidn de enzimas al producto.

"Prills" o "marumes'.

¢) Redisefio de equipos para asegurar un mdximo de 1 mg. por me-

tro cUbico de aire ambiente.

El resultado de estas medidas debe asegurar que la cantidad de enzimas

en el ambiente resulta menos que 1/3 de microgramo por metro cubico.

Cuando estas medidas se cumplen, Las pruebas médicas indican que por
debajo de esta concentracidn no se producen casos de sensibilizacidn

en los trabajadores.
2. Medidas de higiene industrial: Reeducacidn de los trabajadores
en sus hdbitos de operacidn (29).

a) Eliminacidn de escobas, cepillos, etc., que levanten polvos

finos y consecuentemente, ensefiar a los trabajadores a uti~



lizar "aspiradoras especiales', para hacer el aseo de sus -~

4reas de trabajo.

b) Uso obligatorio de mascarillas respiradoras especiales que -
han sido probadas con efectividad para retener el polvo de -
enzimas, que puede ser sumamente fino. Hasta aproximadamen=—

te de 60 a 70 micrones.

¢) Seminarios de orientacién a los trabajadores sobre los efec~
tos potenciales de las enzimas, si no seobservan estrictamen

te Las reglas de higiene.

d) Exigir el mds alto nivel de limpieza en las areas de opera-

cidn con el arreglo de equipo.

B8)  CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA ENZIMA.

Las proteasas, enzimas utilizadas en detergentes bioldgicos actdan pa
ra hidrolizar la proteina produciendo pequefios fragmentos solubles -
con el agua que se eliminan fdcilmente con la accidéndel detergente -

(22).
Estas enzimas, son proteinas que poseen una estructura de aproximada
mente 75 aminodcidos, cuyo peso molecular es de 27,500 daltons; es

completamente soluble en agua desde su estado seco y polvoso (1,30).

La accidn enzimdtica logra su rendimiento éptimo a un pH aproximado
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de 8.0 con un rango efectivo de 7.0 a 9.5, rango en el cual se encuen
tra el agua de lavado; debe notarse que los extremos de pH originan

una degradacidn e inactivacidn de la actividad enzimdtica. La tempe-
ratura 6ptima para la actividad proteolitica fluctia desde 22°C a -
65°C. Por supuesto, las temperaturas superiores a 65°C hacen inacti-

va la proteina (13,15,22).

c) EFECTO IRRITANTE PRIMARIO.

La dermatitis se debe a un efecto irritante primario y no a una sensi
bilizacidn por contacto; por otro lado, se ha demostrado consecutiva
mente que las manifestaciones de la piel no estdn asociadas a una sen

sibilizacidn percutdnea (18), Las lesiones se Limitan generalmente a:

a) Las superficies de las palmas de las manos
b) Las callosidades y las yemas de Los dedos

¢) La cara en los puntos de contacto con el respirador

En cada caso se presenta la activacidn de la enzima por humedad (trans
piracidn) y friccidn. Es comin una apariencia rojiza, himeda y bri-

ltante. Estas lesiones, a pesar de su apariencia, no son dolorosas;-
por lo general desaparecen completamente y sin secuela cuando se redu
ce o se elimina la exposicidn con un equipo de proteccidn personal =

adecuado y una mejor higiene personal (6,9,22).
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Las medidas preventivas de control incluyen (31,32):

a) Lavado frecuente de las 4reas expuestas con jabdn de barra y

agua.

b) EL uso de guantes protectores de hule al manejar materias -
primas con enzimas, o cuando no se puede evitar un contacto

excesivo, con cualquier fase del producto.

¢) Cambios de ropa de trabajo por lo menos dos veces a la sema-

na o cuando se experimenta un ensuciamiento excesivo.

Generalmente no se han recomendado cremas protectoras. Si las cremas
no se usan adecuadamente, el no limpiar bien las manos provocaun efec
to "sandwich" y permite un contacto excesivo con las enzimas, sin em-
bargo, si se lavan bien las manos y se aplican las cremas adecuadamen
te, se proporciona una buena proteccidn. Se han probado un numero se
leccionado de cremas, dos de las cuales (Silicote y Kerodex 71), han

resultado satisfactorias y se han utilizado con cierto éxito en indi-

viduos bien motivados (22).

D)  DIFICULTADES RESPIRATORIAS,

Después de la adicidn de enzimas en detergentes en la industria, se -
han reportado sintomas que varian desde nariz tapada, rinorrea, lagri
meo, irritacidén de la garganta, catarro bronquial, tosy faltade alien

to (asma) (2,22,23,31).
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Ha sido notorio que Los sintomas de las vias respiratorias altas ocu-
rren en el lugar de trabajo, mientras que los sintomas de Las vias =~
respiratorias bajas ocurren caracteristicamente de unas 3 a 8 horas,

después que los empleados terminan sus labores.

Parece que Los sintomas respiratorios menores ocurren a niveles rela-
tivamente bajos de polvo de enzimas, mientras que los sintomas mds se
veros, que estdn asociados con la reduccidn de la accidn pulmonar, es
tin asociados con exposiciones mdximas (15,22). Estos sintomas gene-
ralmente bajan después de varias horas y el trabajador cuande retorna

a la planta al dia siguiente, se siente completamente normal (17,23).

Los rayos X del tdérax no han revelado anormalidades, tampoco durante
un estado de sintomas agudos (bronquitis crénica) ni en los periodos
siguientes tan largos como 36 meses después de haber sido expuestos -

5,23).

El resultado de lLos estudios fué que Los detergentes con enzimas, a =
diferencia de Las enzimas solas, pueden producir alergia respiratoria
"asma", en un porcentaje de la poblacién de la fdbrica y que este por

centaje aumenta con el tiempo de exposicién (3,15,33).

Los casos de asma se han presentado con mucho menor frecuencia en las

fdbricas de enzimas, aungue las concentraciones de éstas en el aire -
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ambiente sean mucho mayores. La razdén de esta aparente aberracidn es
que en las fdbricas de detergente el polvo ambiental penetra en los ~
pulmones con el detergente que se deposita en Las mucosas pulmonares

y rompe la tensién superficial de las mismas, pasando al torrente san

guineo a través de los alveolos pulmonares (ésmosis sanguinea) (33).

Cuando este polvo contiene enzimas, las defensas bioldgicas del cuer-
po humano detectan la presencia de las proteinas y fabrican anticuer~

pos para destruirlas (33).

Flind especula que la inhalacidn del material puede conducir al dafio
irreversible del funcionamiento del pulmén y que este dafio puede ocu-
rrir sin episodios de enfermedad evidente. Por otro lado, establece
que, a la ausencia de sintomas en indiViduos sensibilizados, es difi~
c¢il de evitar la posibilidad de un desarrollo incidioso del dafio pul-
monar que ocurre o puede ocurrir si se estd expuesto continuamente -

11,16).

E)  BRONQUITIS CRONICA.

Algunos andlisis que se han llevado a cabo han revelado tres tipos -
clinicos de asma: EL‘inmediato, el no inmediato y el doble. El asma
inmediata se produce de Llos 10 a los 15 minutos después de la exposi-
cién y dura de 1 a 3 horas. En otros casos, el asma se desarrolla =~
lentamente en alrededor de 6 horas a un maximo de 8 horas, durante has

ta 24 horas.
14



Las caracteristicas clinicas incluyen sudor, palidéz y ansiedad, con

’una taquicardia y disnea muy marcada. Hay sintomas de tos con esputo
minimo. La ronquera se escucha con frecuencia, pero el grado de bron
coespasmo es menor de lo que se esperaba para la disnea observada. -
Las crepitaciones no son una caracteristica notable, aunque ocasional

mente estin presentes.

EL a§ma en el trabajo, debido a antigenos no industriales pueden cau-
sar confusidn. Los atdpicos tienden a tener un asma inmediata, mien-
tras que los no atdpicos tienden a responder de 6 a 8 horas después.
EL tiempo que se lleva para la recuperacidn de la funcidn respirato-
ria después de un ataque de broncoespasmo, producida por enzima pro-~
teolitica, depende de La duracién del estimulo, de la dosis ydel gra

do de sensibilizacidn.

Se han dado ejemplos de una recuperacidn total y en la forma en que -
el individuo ha podido reaccionar a otros polvos irritantes inmediata
mente después de un ataque de asma alérgica. Los ataques de asma noc
turna en noches sucesivas después del episodio inicial, han sido esty
diadas y la similitud del cuadro visto con otros antigenos ha sido to

mada en cuenta. (5,24,34).

F) ASPECTOS INMUNOLOGICOS,

Se ha discutido sobre el amplio conocimiento adquirido acerca de los

15



efectos inmunoldgicos obtenidos en estudios clinicos de individuos y
de grupos de trabajadores en fdbricas que producen detergentes con en

zimas.

La dnica respuesta alérgica probada en el hombre a los polvosde deter
gentes con enzimas, es de inmunoglobulinas de la clase IgE, mediada -
por asma o rinitis y ocasionalmente conjuntivitis (5,28,36). Las en-
zimas, como Los antigenos ambientales comunes, por ejemplo los pdlenes
de pasto, también estimulan la formacién predominante de anticuerpos

de La clase IgE (3.

La alergia inducida por enzimas estdn casi limitados a los trabajado—
res en fébricas expuestas a los polvos, generalmente por periodos mds

o menos largos (2,28).

l.a literatura reporta una excepcidn, y fué una ama de casa sensibili-
zada, quien estuvo expuesta a antigenos llevados a su casa en Las ro-
pas contaminadas y pelo de su esposo, que era un obrero que trabajaba

en una fdbrica de detergentes con enzimas. (15)

La incidencia de la sensibilizacidn depende de las cantidades de anti
genos de enzimas que se encuentran en las Areas de trabajo, la dura-L
cidn de la exposicidén y en cierto grado, la susceptibilidad de Los =~

trabajadores.
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En una fdbrica cuando los niveles de polvo son elevados, todas las per
sonas atdépicas son mds susceptibles a las no atdpicas. $i sélo hay -
trazas de polvo tal como sucede en algunas fdbricas, muy pocas perso-

nas, si es que hay alguna, se vuelve sensible (7).

La deteccidn de una hipersensibilizacidn especifica, se realiza por =
medio de la prueba PRICK y RAST (ver apéndice). La prueba positiva =
en La piel o RAST (radio~alergosorbent) positivo, puede ocurrir antes
que aparezcan los sintomas clinicos (12,32). Los efectos clinicos de
polvo se interpretan mis ficilmente con la ayuda de los resultados de

las pruebas inmunoldgicas (32,36).

Para obtener resultados confiables con las pruebas de PRICK, es esen-
cial que se lleve a cabo un proceso estindar benigno, con concentra-
ciones de antigeno que no'induzcan irritaciones antigénicas no especi
ficas (28). Las preparaciones de enzima cruda contienen componentes
del medio de cultivo, células de desecho y algunosorganismos bacteria
les, por lo tanto, se requiere un antigeno para la prueba de PRICK -

que contenga todos los alergenos de la enzima (32).

Zacharie (32,35), de Dinamarca, reportd el uso de las pruebas de PRICK
con alcalasa; seis por ciento de atépicos y otros pacientes de un to-
tal de 280 fueron positivos, pero sélo uno tenia un RAST positivo; =
por tal motivo, creyé que la prueba de piel no seria especifica algu-

nas veces y que ta de RAST serfa util para confirmar una alergia.
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En un estudio tlevado por Pepys (28) en varios miles de personas até-—
picas que fueron examinadas, rutinariamente, con antigenos de enzima

cuando estuvieron en una clinica de alergia, ya sea que hubieran o no
utilizado detergentes con enzimas en su casa, no mostraron predisposi
cidn alérgica a las enzimas. Una encuesta parecida con mds de 300 -~

amas de casa, reportada por Dijkman (7), lLlegd a La misma conclusién.

Se repitieron las pruebas de piel con muchos cientos de personas, de-
mostréndose asi que no produce sensibilizacidén a aquellos que les hi-
cieron las pruebas. Algunas reacciones a las pruebas de PRICK se pre
sentaron 6 u 8 horas después de efectuada y en algunos casos, con res

puesta severa (24).

Por tal motivo, se Llevd a cabo una fuerte discusidn acerca de este -
tipo de respuesta; tenia caracteristicas comparables con una reaccidén
de Arthus (12,17), pero no existe prueba inmunoldgica. Esta respues—
ta puede no ser inmunoldgica, ya que las substancias con bacterias -
tienden a inducir respuestas inflamatorias parecidas a las reacciones
Arthus en ausencia de un anticuerpo apropiado (25). Algunas personas
que presentan tales reacciones a una prueba, no la presentan cuando -~
ésta se repite 6 0 12 meses despuds; esto no es tipico de una sensi-
bilizacidn (Arthus) de personas expuestas continuamente a antigenos ~

1.

18



Se ha presentado evidencia de que el aumento de IgE en el suero puede
ocurcir al aflo o a los dos afios después de la aparicién de pruebas -
PRICK positivas (20). Casi un 25% de empleados que han tenido resul-
tados positivos a ta prueba de piel, nunca han desarrollado niveles -
elevados de IgE (20). Esto muestra que el estudio de La alergia en =
trabajadores de fdbricas de detergentes con la prueba de RAST Unica~
mente, puede no detectar casos de hipersensibilidad incipiente, pero

Los "falsos positivos” son evitados (21,31).

Durante un estudio consecutivo de seis afios en una de las fdbricas de
los Estados Unidos, se mostré que, desde 1969, La proporcidn de traba
jadores que se habian convertido en prueba de PRICK positiva dentro =
de los seis meses siguientes, varidé de 0X a 39X, dependiendo del tra—
bajo, pero en 1970 la reduccidén en los niveles de polvosidad y la pro
duccidn menos frecuente del producto, habia reducido grandemente la -
incidencia. Ninguno de los que empezb a trabajar despuéds de 1970 fue

ron sensibles.
En esta fdbrica no hubo diferencia estadistica importante en los gra-
dos de sensibilizacién de Los atdpicos y de Los no atdpicos, como se

mida, ya sea por la prueba de piel o La de RAST (17).

Se han realizado otros estudios en suero de personas expuestas a pol-

vos de enzimas, en las cuales se han empleado técnicas mds precisas,
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capaces de detectar cantidades muy pequefias de anticuerpos (RID, RIEP)
(17). Mediante el uso de estas técnicas se ha confirmado la presencia

de otro anticuerpo perteneciente a la clase IaG (8).

Estos anticuerpos han sido detectados solamente en el suero de perso-
nas expuestas a polvos de enzimas en fdbricas y en muy bajas cantida-
des; aun asi, fueron detectados en el suero de individuos que conte-

nian también anticuerpos de la clase IgE.
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IIT, OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es Llevar a cabo un estudio en conejos -
sobre algunas reacciones que causan los detergentes bioldgicos, de-

mostrdndose el efecto irritante primario que causan las enzimas con-
tenidas en detergentes, asi como la susceptibilidad de adquirir difi
cultades respiratorias o algunas alteraciones de este aparato, debi-
do a La exposicidn de polvos de detergentes y a una posible respues—~

ta inmune del organismo, inducida por la presencia de las enzimas.
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v, MATERIALES Y METODOS

A)  MATERIALES

1.  Material Bioldgico:

- Animales de prueba: Se utilizan conejos hembras entre 4y 7 meses
de edad; se escogid de este sexo ya que éstos son mds suscepti-
bles a generar una respuesta mds eficiente que el macho. Estos se

distribuyeron de la siguiente manera:

.3 conejos para pruebas en piel y 1 blanco como testigo
3 conejos para pruebas de polvosidad
4 conejos para pruebas intradérmicas

Nota: Los conejos testigos para obtener las constantes en las prue

bas del aparato respiratorio, son los mismos utilizados.

= Suyero de conejo obtenido por punsién cardiaca.

2. Material Quimico:
- Solucidén Buffer de fosfatos pH 7.2. Es utilizada para la prepara-

cidn de Los medios para inmunodifusidn.

= Solucidn de agar noble al 80%. Disuelto en Buffer de fosfatos pH
. 7.2, para la preparacidén de las cajas correspondientes para inmuno

difusidn.
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Soluciones de proteasa alcalina. Utilizadas como antfgeno para el
inéculo intradérmico en sus respectivas concentraciones (0.75; 0.5;

0.25; 0.1 mg/mi).

Adyuvante de Freund completo. Se utiliza para la preparacidn del

antigeno en relacién 1:1.

Solucidn enzimdtica al 0.1%. Utilizada para pruebas de precipitacidn

en capitar e inmunodifusién.

Solucién de proteasa con glicerina. Se utiliza en aplicaciones té

picas para reacciones cutdneas al 20%; 10% y 0.1% respectivamente.

Solucidn fisioldgica de NaCl al 0.9%. Utilizada para la dilucién

de La enzima en inmunoprecipitacién e inmunodifusidn.

Detergente con enzimas. Se utiliza para pruebas sobre el efecto en

aparato respiratorio.

Detergente sin enzimas. Se utiliza para pruebas sobre el efecto en

aparato respiratorio.

Enzimas aisladas (Prills). Se utilizan para pruebas sobre el efec

to en aparato respiratorio.
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3. Equipo:
-~ Cdmara sellada con ventilador integrado. Utilizada para someter =
al animal a una polvosidad, tratando de igualar a La que existe en

la industria de los detergentes. (Fig. 2).
- Estetoscopic. Se utiliza para medir el ritmo respiratorioy la -
frecuencia cardiaca antes y después de someter al conejo a la cdma

ra para producir polvosidad.

- Termémetro. Se utiliza para medir la temperatura antes y despuéds

de someter al conejo a la camara para producir polvosidad.
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CAMARA PARA PRODUCIR POLVOSIDAD

FIGURA No. 2.

Esquema representativo, el cual muestra La forma en donde los ani

males son sometidos a la polvosidad.
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B)  METODOS

1. Medicidén del efecto de la enzima en La piel:

Para medir el efecto de las enzimas en piel, se preparan 3 tipos de
soluciones enzimdticas en glicerina al 20%, 10X y 0.1%, de la si~

guiente manera:

La enzima se disuelve desde su estado seco y polvoso en glicerina a

las concentraciones antes mencionadas; estas son aplicadas tépicamen
te en la parte anterior de una de las patas traseras de cada uno de -
los tres conejos de prueba, teniendo como control un conejo que se le

aplica dnicamente glicerina.

La aplicacidn de los tépicos enzimaticos es variable, dependiendo del
grado de irritacién y molestias de Los animales. En general, estas -
aplicaciones son cada 4 dfas de un total de 5 a 7 aplicaciones por co

nejoa

2. Produccidn de anticuerpos por via intradérmica:

Se inoculan intradérmicamente 4 conejos con diferentes concentracio=
nes de una solucidn 1:1 de proteasa alcalina y adyuvante de Freund =

completo de acuerdo al cuadro No. 1.
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INOCULACION Y TIEMPO DE INCUBACION

DE PROTEASA ALCALINA

CONCENTRACION NO. PERIQDO OBTENCION
ICONEJO DEL INOCULO INOCULACIONES INCUBACION DE SUERO
1 0.75 mg/ml 5 13-18 dias | Punsién card.
2 0.50 mg/ml 5 13~18 dias | Punsidén card.
3 0.25 mg/ml 5 13-18 dias | Punsidn card.
4 0.10 mg/mt 4 13-18 dias | Punsién card.

CUADRO No. 1.

EL cuadro anterior muestra Lla concentracién del indculo, el numero de -

inoculaciones y el periodo de incubacién del antigeno realizada para ca

da uno de Llos conejos.
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Posterior a cada inoculacidn y esperando el correspondiepte tiempo de -
incubacién, se cbtiene suero sanguineo por medio de una punsidén cardiaca
(Fig. 3), y asi con éste, poder Llevar a cabo una serie de precipitacio~
nes en capilar de cada uno de los sueros para asi determinar La concen—

tracidén de anticuerpos presentes (Fig. 4).

El antisuero utilizado para realizar estas pruebas es proteasa alcalina
1 mg/ 1 ml.; de esta solucidn se preparan diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16
y 1:32, respectivamente, de tal manera que de éstas se pueda detectar el

titulo de anticuerpos de los diferentes sueros. Cuadro 2.

Finalmente, después del Gltimo periodo de incubacién correspondiente a
ta dltima inoculacidn de la enzima y cuando el titulo del antfgeno sea
constante seglin La técnica del capilar, se realizan inmunodifusiones en

caja para cada suero; éstos por el método Ouchterlony. (Fig. 5).
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DIAGRAMA DEL PROCESO DE OBTENCION DEL SUERO

Obtencidén de sangre por
Punsidn cardiaca

Incubacién sangre a 37°C

durante 10 minutos

Centrifugar a 2,000 rpm
en centrifuga clinica
durante 10 a 15 minutos

Obtencidén de suero
(sobrenadante)

FIGURA No. 3.

Este diagrama representa la forma en que es obtenido el suero sanguineo

para las pruebas de precipitacidn en capilar e inmunodifusidn.
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TECNICA PARA LA INMUNOPRECIPITACION EN CAPILAR

i

't

[}

.l

4

'0

?-—————-——-—» Solucién enzimitica 1 mg/ml
'I

h

'l

.l

. > Precipitacién del anticuerpo
ﬁ-—_____———-—. Suero total

#

FIGURA No. 4.

En el tubo capilar se observa una linea de precipitacidn exactamente en

La zona de contacto del antigeno y el anticuerpo.
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PREPARACION DEL ANTIGENC PARA
LA PRECIPITACION EN CAPILAR

TUBO 1 2 3 4 5
Solucién de NaCl 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0.9% (ald

Solucidn Enzimdtica

1 mg/ml (mb) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Dilucidn 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

CUADRO No. 2.

Muestra La preparacidn del antigeno para la correspondiente precipita-

cidn en capilar de los sueros obtenidos despuéds de cada periodo de in-~

cubacién.
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INMUNODIFUSION EN EL GEL DE AGAR
POR EL METODO DE OUCHTERLONY

(:) S = Suero total

1 - Dilucidn de la enzima (1:2)
@ @ @ : 2 - Dilucién de la enzima (1:4)
3 - Dilucién de Lla enzima (1:8)

Dilucidén de La enzima (1:16)

~
1

@

FIGURA No. 5.

Representacidn de la inmunodifusidn esquematizando La forma de aplica
cidn del suero y antisuero. Las cajas de petri se hicieron con agar

noble al 80X en Buffer de fosfatos pH 7.2.
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3. Efecto de la polvosidad en aparato respiratorio:

Se someten tres conejos dentro de una cdmara para producir polvosi-

dad (Fig. 2), segin lo muestra el Cuadro No. 3.

Antes de exponer a los conejos a la polvosidad, se realizan pruebas
piloto de control a los tres conejos antes de entrar a la cdmara y
después de salir de la misma, con el objeto de medir cjertas constan
tes, tales como ritmo respiratorio, frecuencia cardiaca y temperatu

ra.

As{ entonces, se someten los animales a La exposicidn de cada uno de
tos polvos, siguiendo un pardmetro estricto en el tiempo y dias de
exposicién. También para éstos se evalia el ritmo respiratorio, fre

cuencia cardiaca y la temperatura antes y después de cada exposicidn.

Al finalizar Los dias de exposicidn a los polvos, se sacrifica un co
nejo expuesto al detergente con enzima y otro blanco como control; a
dstos se les observa y se les compara el aparato respiratorio respec

tivamente.
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EXPOSICION DE LOS POLVOS

CONEJO EXPOSICION TIEMPO DE EXPOSICION DIAS DE EXPO-
SICION
1 Detergente con 1 hora 10
enzima
2 Detergente sin 1 hora 10
enzima
3 Enzima aislada 1 hora 10

{pritts)

CUADRO No. 3.

Muestra Las diferentes exposiciones de Los polvos en

tiempo y dias

de cada uno de los conejos que fueron sometidos a la cémara de pol

VOS.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A)  MEDICION DEL EFECTO DE LA ENZIMA EN PiEL

Para facilitar lLa comprensidn de las observaciones efectuadés a los
animales después de la aplicacidn tépica de la enzima, el Cuadro No.
4 y la Figura No. 6, pueden darnos una idea mds clara acerca del da
fio ocurrido en piel después de una exposicidn continua de la protea

sa alcalina.

B)  PRODUCCION DE ANTICUERPOS POR VIA INTRADERMICA

A continuacidn se presentan los resultados en cuanto a precipita-
cidn en capilar e inmunodifusidn obtenidas después de las inocula-
ciones repetidas con las diferentes concentraciones de proteasa -

descritas anteriormente.’

- Concentracidén del indcuto 0.75 mg. (Cuadro No. 5), (Gréfica

No. 1) y (Figura No. 7: Fotografia)

- Concentracién del indculo 0.5 mg. (Cuadro No. 6), (Grifica No.

2) y (Figura No. 8).

- Concentracidn del indcuto 0.25 mg. (Cuadro No. 7), (Gréfica No.

3) y (Figura No. 9).

- Concentracién del indculo 0.1 mg. (Cuadro No. 8), (Griafica No.

4),y (Figura No. 10)
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EFECTOS DE LA ENZIMA EN PIEL

! Peowsent] no. | osseav. ' EXEMA CON !
P pl3 AL QUERATOSIS EXEMA | SECRECION ERITEMA PAPULAS !
TUINEL S TIPICO !APl.IC 0IA | ACus.] CEBORRECIA | ERITEMA | URTICARIA | SIMPLE| SEROSA | PRURITO | MULTIFORME| PURULENTAS | EXCITACION | ANOREXIA | FETIDEZ i
! % 1a. | 3° 3 + + ) 1
i i 20, 2° 5 ++ ++ + - T + + +
Yo aye ! | )
T R P -4 10 23 ++ ++ e ++ + 4 +. e
i |
. i - 4 14 bt T+ *+ ++ (2 + ++ e ++ s et
' ;
' o
' ! ja. | 5¢ 5 + +
' f
i 2.y 4° 9 + -
3 o Za. !4 | 13 e e +4 + +
' ba. 4° 17 e E yYs +H s + +
[}
. sa. ¢ 3° f 20 et e e +“ + + + + e +
P | .
i 13. 5° 5
‘ o
| 23, 4 9 + + +
H 1 sa. 2° 1 ++ + +
]
V ¢ i
C3 g )ha |60 | 17 +t +* . + i
"4 H . -
! sa. | 22 | 19 e e + +
1 . .
. 6a, | 2° | 21 e 44 + + + +
i 7a. 4° 25 ee 4 ++ + + v

SIMBOLOGIA: + leve; ++ moderado; +++ severo; ++++ grave.
ZUAORO No. 4.

e e e e e

EL cuadro msestra les efectos producidos por la enzima para cada uno de los conejos, despuds de las aplicaciones tépicas a las concentraciones de

20%, W%y G.1% respectivamente.



EFECTOS DE LA ENZIMA EN PIEL

FIGURA No. 6.

La fotografia muestra los dafios ocasionados después de la séptima

aplicacidn tdépica de la enzima al 0.1% en glicerina.
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INOCULO ENZIMATICO DE 0.75 MG,
(PRECIPITACION EN CAPILAR)

FECHA DEL OBTENCION DE SUERO TITULO
INOCULO DIAS ACUM PRECIP. EN CAPILAR
20 01 83 14 - -

04 02 83 12 26 1:2
23 02 83 10 36 , 1:4

09 03 83 15 51 - 1:8

23 04 83 13 64 1:8

CUADRO No. 5,

Expresidn grifica de Los titulos obtenidos por precipitacidn en capi

lar del indculo enzimdtica 0.75 mg.
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INOCULO ENZIMATICO DE 0.75 MG,
CPRECIPITACION EN CAPILAR)

TITULO 43
1:8 T
14 <0
1:2 T
+ ¢ + t —>
14 26 36 51 64
No. DIAS

GRAFICA No. 1.

Expresién grdfica de los titulos obtenidos por precipitacién en capilar

con suero hiperinmune y una solucién enzimdtica al 0.1%, segin lo mues-

tra el cuadro No. 5.
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INMUNODIFUSION PARA EL SUERO 0.75 MG.

Fecha de incubacidn: 03 ~-05-283
Fecha de lectura: 08 - 05 - 83
Suero al centro: i Total - anti proteasa‘

@ (® ®
®

Interpretacidn:

1. Dilucidn de la proteasa 1:2 -
2. Dilucidén de la proteasa 1:4

3. Dilucidn de la proteasa 1:8

4. Dilucidn de la proteasa 1:16
FIGURA No. 7.

La figura muestra las bandas de precipitacidn obtenidas en La inmuno-
difusidn al reaccionar el suero del conejo inmunizado con 0.75 mg. de

enzima, con diluciones aumentadas de la misma al 0.1%.
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INMUNODIFUSION SUERO 0.75 MG,

FIGURA No. 7.

La fotografia muestra claramente Las bandas de precipitacidn en la
jnmunodifusidn al reaccionar el suero del conejo inmunizado con 0.75

mg. de enzima con diluciones aumentadas de la misma al 0.1X%.
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INOCULO ENZIMATICO DE 0.5 MG,
(PRECIPITACION EN CAPILAR)

FECHA DEL OBTENCION DE SUERO TITULO
INOCULO DIAS ACUN PRECIP. EN CAPILAR
20 01 83 14 - -

04 02 83 12 26 1:4
23 02 83 1 37 1:4
09 03 83 16 53 1:8
23 03 83 14 67 1:8

CUADRO No. 6.

Este cuadro muestra los titulos obtenidos por precipitacién en capi

Ltar del indculo enzimdtico de 0.5 mg.
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INOCULO ENZIMATICO DE 0.5 MG,
(PRECIPITACION EN CAPILAR)

TITULozsv
1:8 -+
1:4 T
1:2 +
} + | B t —D
14 26 37 53 67
No. DIAS

GRAFICA No. 2.

Expresidn grdfica de los titulos obtenidos por precipitacién en capilar
con suerc hiperinmune y una solucidn enzimdtica al 0.1%, segun lo mues-

tra el cuadro No. 6.
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INMUNODIFUSION PARA EL SUERO 0.5 M6,

Fecha de incubacidn: 16 - 05 - 83
Fecha de lectura: 22 - 05 ~ 83
Suero al centro: Total anti-proteasa

interpretacién:

1. Dilucidn de La proteasa 1:2
2. Dilucidn de La proteasa 1:4
3. Dilucidén de la proteasa 1:8

4. Dilucidn de La proteasa 1:16

FIGURA No. 8.

La figura muestra las bandas de precipitacidén obtenidas en la inmuno-
difusién al reaccionar el suero del conejo inmunizado con 0.5 mg. de

enzima con la misma al 0.1%.
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INOCULO ENZIMATICO DE 0.25 M6,
(PRECIPITACION EN CAPILAR)

FECHA DEL OBTENCION DE SUERO TITULO
INOCULO DIAS ACUM PRECIP. EN CAPILAR
21 09 83 20 - -

13 10 83 12 32 -
25 10 83 13 45 1:2

08 11 83 16 61 1:4

28 11 83 10 7 1:4

CUADRO No. 7.

Este cuadro muestra los t{itulos obtenidos por precipitacién en capi

lar del indculo enzimdtico 0.25 mg.
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INOCULO ENZIMATICA DE 0.25 MG.
(PRECIPITACION EN CAPILAR)

TITULOZ>

1:8 ¢
1:4 +
1:2 &
1 L e L. Yy
20 32 45 61 71 >

No. DIAS

GRAFICA No. 3.

Expresidn grafica de los titulos obtenidos por precipitacidn en capilar
con suero hiperinmune y una solucidn enzimdtica al 0.1%, segin Lo mues~—

tra el cuadro No. 7.
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INMUNODIFUSION PARA EL SUERO 0.25 MG.

Fecha de incubacidn: 30 - 11 - 83
Fecha de lectura: 13 - 12 - 83
Suero al centro: Total anti-proteasa

®
@@@
®

Interpretacién:

1. Dilucidn de lLa proteasa 1:2
2. Dilucidn de la proteasa 1:4
2. Dilucidn de ta proteasa 1:8

4. Dilucidn de la proteasa 1:16

FIGURA No. 9.

La figura muestra las bandas de precipitacidn obtenidas en la inmuno-
difusidn al reaccionar el suero del conejo inmunizado con 0.25 mg. de

enzima con diluciones aumentadas de ta misma at 0.1%.
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INOCULO ENZIMATICO DE 0.1 MG,
(PRECIPITACION EN CAPILAR)

FECHA DEL OBTENCION DE SUERC TITULOS
INOCULO DIAS ACUM PRECIP. EN CAPILAR
21 09 83 20 - -

13 10 83 12 32 -
25 10 83 13 45 1:2
08 11 83 10 61 1:2

CUADRO No. 8.

Huestra Los titulos obtenidos por precipitacidn en capilar del indcy

lo enzimdtico de 0.1 mg.
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INOCULO ENZIMATICO DE 0.1 MG.
(PRECIPITACION EN CAPILAR)

TITULQ{X

1:8 +

1:4 L

¥ - } t t D
6

No. DIAS

GRAFICA No. 4.

Expresidn grifica de los titulos obtenidos por precipitacidn en capi~
lar con suero hiperinmune y una solucidn enzimdtica al 0.1% segin lo

muestra el cuadro No. 8.
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INMUNODIFUSION PARA EL SUERO 0.1 MG.

"Fecha de incubacidn: 30 - 11 - 83
Fecha de lectura: 13 -~ 12 - 83
Suero al centro: Total anti~proteasa

Interpretacidn:

1. Dilucidn de la proteasa 1:2
2. Dilucidn de la proteasa 1:4
3. Dilucidn de la proteasa 1:8

4., Dilucidn de la proteasa 1:16

FIGURA No. 10.

La figura muestra las bandas de precipitacidn obtenidas en la inmuno-

difusidn al reaccionar el suero del conejo inmunizado con 0.1 mg. de

enzima con diluciones aumentadas de la misma al 0.1%.
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€)  EFECTO DE LA POLVOSIDAD EN APARATO RESPIRATORIO

Como se menciond anteriormente, fueron determinadas ciertas constan
tes como Lo son el ritmo respiratorio, frecuencia cardiaca y la tem
peratura, éstas con el objeto de obtener ciertas medidas de control
y asi ser comparadas con Los resultados de las diferentes pruebas -

en general.,

Estas medidas de control consisten en someter a los animates a cier
tos efectos que pueden intervenir en el ritmo respiratorio, frecuen
cia cardfaca y temperatura, como Lo son el estar aislado durante -
una hora en una cdmara de 50 X 50 X 70 cms., y al ruido del ventila

dor.

Estas constantes al igual se efectuaron antes y después de la polvo

sidad, como se observa en el Cuadro No. 9.
Una vez obtenidas estas medidas de control, se sometieron a cada -

uno de los animales a la cdmara y se les administraron los polvos -

segin el Cuadro No. 10.
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MEDIDAS DE CONTROL PARA LOS CONEJOS

ANTES DE CAMARA Y VENTIL.

ANTES DE CAMARA Y VENTIL.

CONEJO RITMO FREC. TEMP. RITMO FREC. TEMP.
RESP/min.| CARD/min. °c RESP/min.{ CARD/min. °c

1 104 288 38.5 88 240 39.3

2 112 240 39.2 104 232 39.6

3 81 200 38.8 78 216 39.6

" CUADRO No. 9.

E{ cuadro muestra Los resultados obtenidos antes

y después de some-

ter 3 los animales a la cdmara de polvosidad sin la administracidn

de polvos.
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RESULTADOS DE LA EXPOSICION A LOS POLVOS

ANTES DE POLVOSIDAD DESPUES DE POLVOSIDAD
CONEJO RITMO FREC. °C RITMO FREC. °C
ADMON. DIAS RESP/min. CARD/min. TEMP. RESP/min. CARD/min. TEMP.
el
wr, 1 9% 308 39.1 86 280 38.6
“ 9 2 90 308 39.2 86 280 38.6
45 3 90 266 38.0 83 280 38.4
e 4 130 288 39.7 96 264 39.0
a” 5 112 272 40.1 88 248 39.0
¥ 6 102 256 39.5 81 240 40.0
i 7 98 264 39.8 84 456 39.5
=4 8 9% 286 38.1 92 256 38.7
33 9 100 288 39.9 82 246 38.8
e 10 9% 285 39.2 96 280 39.0
g! 1 104 264 38.8 77 256 38.8
G 2 108 258 38.5 92 . 268 39.0
o 3 108 224 40.5 100 | 256 40.0
o N 4 106 232 40.2 100 256 30.0
2 Z 5 108 240 38.5 96 256 38.9
2z 6 110 226 39.7 102 248 40.0
a8 7 114 220 40.7 88 216 39.5
S w 8 96 256 40.6 98 248 39.0
L 9 108 232 40.5 92 240 39.3
28 10 106 222 40.4 100 248 39.6
1 66 280 39.0 84 322 38.8
2 104 256 39.4 106 240 40.0
o~ | 3 112 248 40.5 110 216 39.9
2<a | 4 104 232 39.5 66 240 39.7
=< 5 96 216 39.4 100 216 38.7
2oz | 6 82 256 38.3 84 246 38.3
WS 7 82 264 40.4 114 264 40.0
8 104 232 39.0 100 216 39.5
9 115 216 39.5 100 268 39.7
10 104 248 39.8 100 246 40.0

CUADRO No. 10.

El cuadro muestra los resultados obtenidos antes y después de someter a los
conejos a la cdmara de polvosidad de un total de 10 dias exponiéndolns 1 ho

ra al dia.
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Al finalizar la exposicidn de los animales a los polvos, se decidid
realizar la diseccidn de dos conejos. Uno blanco como control, el

cual nunca estuvo expuesto a ninglin polvo, y otro problema, que es
el que estuvo expuesto a los polvos del detergente con enzimas. Es
tas disecciones se realizaron con el fin de observarles y comparar-

les el aparato respiratorio respectivamente.

Al realizar La comparac{én entre estos dos aparatos, se observa que
en general no existen cambios morfoldgicos aparentes a lo largo de
este aparato. En ambos, existen zonas de petequias, sulfusiones y
hepatizaciones rojas y grises en los Lébulos derecho diafragmatico

anterodorsal, caracteristicas de estos animales.

Los ldbulos pulmonares se encuentran en perfecto estado y mediante
una insuflacidn pulmonar se comprobd que no hay desgarramientos en

el tejido, es decir, que la capacidad de ventilacién es normal.
Al realizar un corte longitudinal de la trdquea, se observa que en

el animal problema existe un desprendimiento de lLa mucosa traqueal,

aunado a un dafio celular. (Fig. 11).
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COMPARACION DE AMBOS APARATOS

FIGURA No. 11.

La fotografia muestra los dafios en la trdquea ocasionados por la

administracion del detergente por via respiratoria.
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DISCUSION

Con respecto al efecto que tiene la enzima en piel, se observa que
ésta causa una dermatitis irritante primaria dependiendo del tiempo
de contacto con la misma. Las lesiones que genera la proteasa, pue

den ir desde un simple eritema hasta un exema con secrecidn serosa.

Para la produccidn de anticuerpos por via intradérmica, los resulta
dos muestran que a mayor concentracidn del inéculo, mayor serd el -
titulo de anticuerpos en el suero. Para cada uno de los sueros se

observa que después de los 45 dias, et titulo tiende a ser constan-

te.

En las graficas 1 y 2, correspondientes a las concentraciones de -
0.75 y 0.5 mg., se puede notar que en general el primer titulo se
detecta dentro de los primeros 26 dias, a diferencia de los sueros

3 y 4, que aparecen sus primeros titulos a los 45 dias para ambos.

Con relacidén a las inmunodifusiones y para hacer cierta comparacidn
con la técnica de precipitacidn en capilar, se observa que dentro -
de Las tres primeras concentraciones (Fig. 7, 8 y 93, las bandas de
precipitacién se notan claramente y caen dentro del punto de equiva

i

Llencia para cada una de las precipitaciones en capilar. La dltima

placa, para una concentracién de 0.1 mg. (Fig. 10), no muestra cla~
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ramente tales bandas, por lo que se infiere que en este caso, aunque
el titulo es bajo, la cantidad de anticuerpos no fué suficiente para

delinear estas bandas de precipitacidn.

Por otro lado, se observa que no existe una relacidén clara en las va
riables como Lo son la frecuencia cardiaca, el ritmo respiratorio y
la temperatura, ya que los conejos poseen rangos fisioldgicos bastan
te amplios; Lla temperatura varia de 37.2°C a 39.3°C, teniendo una
media de 38.3°C. La frecuencia cardiaca varia de 250 a 300/min., vy
el ritmo respiratorio es de 32 a 60/min. En general los resultados
_presentados caen dentro de estos rangos, ya sea antes o después de -
Lla polvosidad, a excepcidén de la frecuencia respiratoria que rebasa

el rango superior.

Analizando estos datos por separado, se observa en los tres conejos
que el ritmo respiratorio es mayor antes de someterlos a Los polvos,
y tanto la frecuencia cardiaca como la temperatura, en general se =~

mantienen constantes.

Cabe mencionar que durante la exposicidn de los animales a Los pol~
vos, estos mostraban cierta excitacidn con movimientos continuos du=~
rante un lapso de 10 minutos. El resto del tiempo a la exposicidn,
permanecian totalmente inmdviles apuntando la cabeza hacia alguna de
Las aristas inferiores de la cédmara y con los ojos totalmente cerra=-
dos. Es por esto que no hubo alguna irritacidén en los orbitales ocy

Lares de ninguno de los animales.
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EL efecto que tiene el detergente sobre el aparato respiratorio es
que éste se deposita en las mucosas, rompiendo ta tensidn superfi-
cial de las mismas, facilitando la entrada de la enzima directamen-
te al torrente sanguineo, para asi formar anticuerpos y poder comba

tir a estos agentes extrafos.
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V1. CONCLUSIONES

Segln los resultados obtenidos se puede llegar a las siguientes con

clusiones:

1. Existen efectos bioldgicos importantes causados por el detergen
te con enzimas tales como dermatitis, produccién de anticuerpos

y separacidén de la mucosa traqueal, aun a bajas concentraciones.

2. En las pruebas de dermatitis se comprobd que en concentraciones
bajas (semejantes a las que podrian estar expuestas las amas de
casa), existe una irritacidn primaria, quizds hasta ahora no re

portada o confundida.

3. La respuesta antigénica no es rédpida; tampoco proporciona ti(g
tos elevados. Después de cierto indculo, el titulo de anticuer
pos permanece constante, por lo tanto, La proteina se pudiera -

considerar como poco antigénica.

4. Los efectos de La polvosidad en aparato respiratorio son mini-
mos y estdn en relacién al tiempo de exposicidon y a la concen~
tracién; se sigue observando que el papel mds importante lo de

sempefia el detergente.

63



5.

No existe ningun riesgo para la salud del consumidor debido a
que tanto la maxima concentracidén posible como el tiempo de -
exposicidn estdn mucho muy por debajo de los mdximos acepta-
bles. Sin embargo, pueden presentarse casos de hipersensibi-
lidad y dar Llugar a irritaciones cutdneas en amas de casa, =
las cuales pueden convertirse en graves dafios si se continla

con la exposicidn.
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VIiI. APENDICE

REACCIONES ARTHUS

Estas son respuestas de pruebas de la piel que ocurren de 4 a 8 ho-
ras después de un trato con antigeno, ya sea solos o como una res-
puesta doble con edema y dmpula. Pueden ser eritematosas, con una
zona de edema alrededor, o con dreas mds extensas de edema definido,
con o sin foco central. Las reacciones varian grandemente de acuer
do al grado de hipersensibilidad y concentracidén del antigeno. Las
pruebas intradermales pueden inducir a reacciones severas de conta-

giamiento o hemorragias.

PRUEBA DE RAST

Esta prueba "radio-allergosorbent" fué disefiada para detectar canti
dades muy pequefias de anticuerpos IgE en el suero. El antigeno se
auna a las particulas inertes o discos y el anticuerpo en el suero
que se prueba, se une con los antigenos. Después el antigeno se -
trata con globulina anti - IgE clasificado con un isétopo radiocacti
vo. La cantidad de radio actividad generalmente se expresaen "cuen
ta por minuto" y tiene una relacién directa a la cantidad de IgE en

Lla prueba del suero gue se supone tiene el antigeno.
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En el casc de la alcalasa, se producen aglomerados en el suero alma
cenado por mds de uno o dos afios; éstos pueden combinarse con la en
2ima aunada al substrato de prueba. Los agregados contienen IgE y

provocan una reproduccidn pobre de RAST. La eliminacidn de los aglo

merados por centrifugacidn vence esto.

PRECIPITACION DE DIFUSION DOBLE (QUCHTERL.ONY)

Esta prueba para precipitar el anticuerpo se lleva a cabo en tapas
de gel de agar, donde el anticuerpo se esparce en un agujero o den
tro del gel para encontrarse con el antigeno que se esparse por -
otros circunvecinos a ét. Si el anticuerpo reacciona con el antige
no, lineas o bandas de precipitacidn ocurren donde el anticuerpo se

une con el antigeno.

RID (RADIOINMUNODIFUSION)

El procedimiento es el mismo a seguir que el Ouchterlony, excepto

que el antigeno est3d marcado con un isétopo radioactive y las tineas
de precipitacidn se detectan por la exposicidn de una placa fotogrd
fica. Esta técnica detecta cantidades de anticuerpos precipitantes

demasiado pequefias para observarse bajo el microscopio.
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RIEP (RADIOINMUNOELECTROFORESIS)

La prueba en el suero se separa en un gel de agar y las posiciones
de las inmunoglobulinas se detectan por los antisueros para cada =
uno. Un antigeno marcado con isétopo radioactivo se afada poste-

riormente con anticuerpo para el antigeno particular, el cual se -
adhiere. Esta técnica detecta cantidades muy pequefias de anticuer

PoOS.

PRUEBA DE PRICK

Esta prueba es muy utilizada actualmente para saber si el trabaja-
dor es sensible a La enzima. Esta prueba es bastante sencilla y ~
ofrece un rango de confiabilidad bastante amplio. La técnica para
esta prueba es la siguiente: A partir de una solucién de proteasa
alcalina at 0.1/%, una gota de esta solucidn se coloca en la parte
ventral del brazo y mediante una aguja hipodérmica, se hace un pe-
quefio “rasgufio” exactamente en el lugar de aplicacidn de la solu-
cién. Si después de 15 minutos existe una dmpula > a 3 mm. se con

sidera como una reaccidn positiva.
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VIII, RESUMEN

Cton la introduccidén de Los detergentes bioldgicos para el lavado de
La ropa en 1967, aparecieron dos aspectos de medicina ocupacional;

el primero es una dermatitis irritante primaria asociada por el con
tacto excesivo con el concentrado de enzimas y el segundo es una -
aguda obstruccidn de las vias respiratorias, debido a la inhalacidn

de polvos de enzimas en altas concentraciones.

Con estas interrogantes se Llevd a cabo un estudio en conejos sobre
algunas reacciones que causan Las enzimas contenidas en detergentes =~
el cual comprende la aplicacidn tdpica de proteasa alcalina (enzima
contenida en detergente), disuelta en glicerina al 20%, 1% y 0.1%;-
por otro lado, la inoculacién intradérmica de la enzima a concentra
ciones sucesivas al 0.1%, 0.25%, 0.50% y 0.75%, obteniendo el suero
de los animales inmunizados para as{ comprobar lLa presencia de anti
cuerpos por medio de inmunodifusidén (Ouchterlony). Por Gltimo fué

probado el efecto que tienen estos productos de lavado sobre el apa
rato respiratorio, utilizando una cdmara para producir polvosidad,

tratando de iguatar a la que existe en ta Industria.

Los resultados muestran que en las pruebas en piel existe una irri-
tacidn, aun a minimas concentraciones, dependiendo también del tiem
po de exposicidn. Las placas de agar noble al 80% para inmunodifu-

sidn, revelaron lLa presencia de anticuerpos en contra de la enzima.
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El efecto gque tienen este tipo de detergentes sobre al aparato res-
piratorio es minimo, dependiendo del tiempo de exposicidn; aun asi,
se sigue observando que el papel mds importante lo desempefia el de~

tergente.
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