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OBJETIVOS:

Con la presente tésis intentamos cubrir dos objetivos principales;

1) Hacer una contribucidn préctica gue consiste en probar que existe

2)

una variacion estacional en la intensidad de 1la respuesta fe--
bril del conejo, en la prueba oficial para la deteccidn de pi_

rbgenos.

En vista de que el tema no es del dominio eomin, antes de entrar
de 1lleno en el objetivo anterior, haremos una cantribucidn tgé
rica, gue consiste en el resumen informativo de ciertos temas que
consideramos bésicos, con el propdsito de gue el lector esté

en posibilidades de comprender la probemética planteada.
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1: REGULACION DE LA TEMPERATURA

Le mayor parte de los organismos que pertenecen al reing
animal poseen cierta capecidad termoreguladora, gue puede -
ﬁnnsistir exclusivamente en cunductag tenﬁientes a génar o_
perder cal;r, o en mecanismos més refinados, con los mismos
fines. En base a esta .capacidad es que se divide a estos__
orgenismaos en ectotérmicos y endotérmicos. La principal dis
tincibn entre estos dos grupos es la habilidad de los orga-
nismos endotérmicos parabpruducir o generar internamente --
cantipades substanciales de energia, suficientes para incrg
mentar su temperatura corporal considerablemente sobre la -
temperatura del medio ambiente. Esta capacidad los libera,
de alguna manera, de los efectos de ls temperatura ambien--
tal, de manera gue pueden permanecer activos, manteniendo -
cundicinngs Gptimas pare sus reacciones metabblicas, sobre_
un amplio rango de temperaturas ambientales. Por otro lado,
los organismos ectotérmicos, gue carecen de la maguinaria -
necesaria para generar grandes cantidades de calor, tienen_
gue"confiar", primariamente, en ajustes conductuales, para_
mantener la temperatura corporal miés o menos constante. En_
consecuencia, un organismo ectotérmico puede regular su tem
peratura corporal soclamente en ambientes gque tienen un per-
fil térmico aspropisde. Por la noche en dias frios, durante
el invierno, el organismo ectotérmico se vuelve lento, con-

forme su temperatura baje hacia la temperatura ambiental.:



La regulacifn de la temperatura corporsl por mediocs ecto-
térmicos, es decir, conductuales, se presenta en la gran ma-
voria de los seres vivos, ihcluyendo 8 las bacterias, gue se
mueven hacia las temperaturas més deseadas, entre 24" y 28°C
Por otra perte, una regulacidn de tipo esencialmente endo--
fefmicn se presenta, de manera generalizada, solamente en mg
miferos y aves, aunque e;isten algunos casos excepcionales -

en plantas e insectos.

1.17. REGULACION DE. LA TEMPERATURA EN VERTEBRADOS,

La energia que se gasta en un organismo endotérmico, para
regular la temperstura corporal es enorme; por ejemplo, a8 --
temperaturas ambientales bajas, una persona puede llegar a -
gastar 1,800 kcl/dia, solamente para generar el calor necesg
rio para mantener el cuerpo a una temperatura de 37°C. Este_
desgeste requiere de grandes cantidades de alimentos, y ha -
llevado a los organismaos Endotéfmicns a numerosas adaptacio-

nes.- que les permiten obtener, digerir y utilizar grandes vo~

limenes de nutrientes.

El enorme gasto de energia que reguiere regular la tempe-

ratura corporal ha llevado a especular sobre el valor adap-

tativo que pudiera tener el hecho de mantener la temperatura

corporal a un nivel .slto y constante, en contraste con el de

dejarla fluctuar con la temperatura ambiental. Ademés, es un



hecho curiosoc que todos los organismos endotérmicos terres-

tres regulan su temperatura entre 359 v 42%.

Le explicecidén se encuentra en el efecto gue tiene 1s tem
peratura sobre las reaéciones bioquimicas, y gue es mucho ma
yor del gue puede ser explicado por un efecto térmico en la_
energia cinética promedio de las moleculss involucradas. Por
ejemplo, muchas reacciones bioguimicas incrementan su tasa -
de reacciép dos o tres veces por un incremento de 1D°C. en -

la temperaturas (Giese, 1968).

Arrhenius, en el siglo pasado, caracterizé los efectos JE
la temperatura sobre las reacciones bioquimicas, apuntando -
que la mayoria de las reacciones bioquimicas tienden a incre
mentar logaritmicamente, con incrementos en la temperatura -
haste un punto de maximizacidn. Sobre esta temperatura &p-
tima, las reacciones decrecen (Johnsaon et al, 1954) . Se ha -
demostraduvque esta temperaturs Hptima se encuentre alrede--
dor dé 1os 40°C. Por otro lado, el limite superior de tempg
ratﬁra para la supervivencis de la mayoria de los organis--
mos es de 45°C. Sobre ésta temperatura, las proteinas tien-

den a desnaturalizarse (M.Kluger, 1979).

. P
De esta manera, los termoreguladores frecuentemente estan

a unos pocos grados de su limite superior letsl, pero obtie-

nen todas las ventajas de una temperstura gue les permite --



reacciones bioguimicas mucho més eficientes.

’
..

Desde.el punto de viéta f{sico, el proceso de regulacién_
de temperaturs es un fenbmeno de relacién entre pérdida y ga
nancia de calor del organismo hecie el medio ambiente. E1 or
ganismo puede intercambiar energi{a térmica por los procesos_
f{sicos de conveccibn, conduccidn, radiacién y evaporacidn.-
Los tres primeros dependen de la diferencia de temperatura,y
el Gltimo de la diferencia de presifn de vapor, entre el or-
ganismo y su medio ambiente. Una modalidad de estos cuatro_
seria el incremente en la produccién interna de energia tér-

mica mediante el metabolismo o el ejercicio.

Para mantener una temperstura corporal constante, la tasa
de pérdida y la de ganancis de calor deben mantenerse igua--
les. De no ser asi, la temperatura corporal bajsrd o subiré_

seglin el casno.

Desde el punto de vista fisioldgice, ls regulacidn de la_
temperatyra se puede resumir como un arco reflejo gue consis

te en sensores, integradores y efectores.

La parte sensora del arco reflejo estéd compuesta de célu-
las nerviosas receptoras, capaces de captar diferentes tempg
raturas y de convertir estos estimulos en la sefial apropiada,

es decir, en patrones y secuencias apropiadas de potenciales



de accidn, que viajen a través de ellas, hacis los centros »

integradores (Kluger,b1979).

La receptividad térmice se hs demostrado en muchas y muy_
variadas zones, bGrganos y tejidos del cuerpo, tales como la_
piel, el abdomen, la médula espinal, ls médula oblongada y -
el hipotdlamo (Bonzélez gt al,1971; Kluger et al,1971; Bligh
1973; Hamel ,1968), aun cuando slgunas de estas zonas son mu-

cho més sensibles que otras, a los cambios térmicos. Un ---

ejemplo claro de elloc es comop los seres humanos perciben --

cambios térmicos més intensamente en la cara que en el resto

del cuerpo.

La diferencia entre los organismos ectotérmicos y los en-
dotérmicos, no parece residir en la parte recéptora del arco
reflejo, segiin los experimentos que se han hecho sobre esta
cuestidn (Kluger, 1979), vy donde se demuestra gue ambos gru-

pos responden @ cambios térmicos internos y ambientales.

El registro de los diferentes receptores, puede ser dife-
rente en un momento dado, es decir, mientras que las piel po-
dria registrar "frio", el abdomen podria registrar "galor",-
por esta razdn, se hace una diferenciacién entre la tempers

tura interna y la temperatura periférica o cuténea.

El integrador o integradores deben ser capaces de decidir

10



entre los diferentes menssjes de los receptores, para, a su
vez mandar las orden correcta hecia los efectores. Se han he

cho muchos experimentos e investigaciones téndientes a en--

contrar la zona del Sistema Nervioso Central que 8ac-=--
tla como integradora de este arco reflejo térmico. Estos ex-
perimentos incluyen el registro de la actividad neuronal, 1la
lesidén de zonas neuronales o la inyeccién de substancias --
que afectan la respuests termica (prustaglandinas,Na+ oca™t)
y han demostrado que la regibn predptica y anterior del hipg
tilamo el hipotédlamo anterior y el hipotélamo poste
rior, el tallo cerebral y la médula espinal,estén involucra-
das en esta funcibn, sin que se conozca aln cual es la %un—-
cidn especifica de cada uno, o el orden en que actlan (Hellon,
1970; Boulant y Hardy,1974; Nutik,1973; Wunnenberg y Hardy, =

1974) .

Snell y Atkins, en 1968 postularon una teoria gue es am-
pliamente citads en la actualidad, y cuyo concepto principal_
es>el Nivel-Fijo de temperatura. Esta teoria propone gque, --
cualquiers qué sea el integrador o los integradures,éste tie-
ne un nivel-fijo (set-point) de temperatura, alrededor de la_
cual intentard regular la temperatura corporal. En tal caso,
un organismo puede encontrarse en un estado de normotermia,en
el cusel la temperatura corporal coincide con la del nivel-fi-
jo, de hipotermia o de hipertermia, donde la temperatura cor-

poral es méAs baja o mads alta que el nivel-fijo respectivamen

11



te. A estos tres, se afiade comunmente,'él estado de fiebre,+
en donde el nivel-fijo se ha elevado por encima de lo normal
y Que seré tratado con mis detelle posteriormente, ya que es

el tema principal de este trabajo.

El integrador, pues, intents mantener la temperatura cor-
paral en el nivel-fijo, utilizando un conjunto de variados -
mecanismos, y es aqui, en la parte efectora, donde parece rg

sidir la diferencia esencial entre los organismos ectotérmi-

cos y los endotérmicos (Kluger,1979). En los primeros, 1la -

parte gfectora del arco reflejo térmico, se reduce a patro--
nes conductuales, mientras gue las endotérmicos tienen una -
compleja vaeriedad de recursos internos para controlar la tem
peratura corporal que incluye: 1) cambias en le produccidn -
metabdlica de calor; 2) cambios en la circulacibn sanguinea_
cuténea o periférica, vy 3)_cambius en la pérdide de agua por
pevaparacidn, y ademde .los patrones conductusles presentes en
los ectotérmicos. Todos estos recursos ihplican de una u =~
otrs manera, uno o varios de los tipos de intercambio fisico
de calaor mencionados asnteriaormente: conveccidn, conduccidn,-
radiacibén y evaporacidn, y la modalidad que es la tasa de --

produccion interna de calor.

Los cembios en la produccién interna de calor se pueden_
llevar a cabo por efectos musculares (como en las escalo----

frios) o par la ddggradaéiéﬁﬂ (catabolismo) de las grasas.

12




Su efecto es directamente proporcionsl, de manera que,al au:

mentar la actividad muscular o cetabdlice de grasas, sumenta

la temperatursa.

Los cambios en la circulacidn cutédnea o periférice tienen
un efecto, més que sobre la temperatura, sobre el aislamien-
to del organismo mismo. . Es decir, el intercambio de energia
térmica entre una parte y otra del organismo, o entre el or
ganismo y el medio ambiente,se ve afectado. En este caso, en
tonces, la medida puede tener el efecto de elevar o hajar la

_temperatura, segln el estimulo. Normalmente, el frio produce
una vasoconstriccion de los vasos sanguineos, impidiendo la_
pérdida de calor del cuerpo hacia el medio ambiente, e incly

so el pasoc de calor de una parte del orgenismo a otra.

La pérdide de calor por evaporacién se puede realizar de_
dos maneras: por la respiracién, en el jadeo, o por el sudor.
En ambos casos se requiere que la humedad relativa del am---

biente sea menor que la del organismo.

Las respuestas conductuales incluyen salivacibn, orinsa y_
fluidos cloacales utilizsdos para la evaporacién superficial;
conductas motoras como cambio de lugar, de un lugar calien-
te a uno menos caliente, por ejemplo; cembios en la orienta-

cibn de la superficie corporal, etc.

13



2: BIOLOGIA DE LA FIEBRE. >

Une gran diversidad de experimentos (Liebermaster,1887; -
Cooper,et al,1964; Cabanac,1970; Cabanéc y Massennet, -1974; -
Sherp y Hammel, 1972; Vaughn,et 8l1,1974) han demostrado que_
todos los mecanismos de termoregulacidn se mantienen eficien
tes en la fiebre, La vasgconstriccidn en humanos, las res--
puestas conductuales en mamiferds, las respuestas conductug
les de locomocién en iguanas y lagartijas, la tasa de putea-
cisles de accién de las neuronas sensibles &l calor y al ---
frio en el hipotélamd, todos estos mecanismos se mantienen -
funcionales, pero tendientes a elevar la temperatura corpo--~

ral sobre el nivel normal. Esto demuestra gue la fiebre no -

es una incapacidad del organismo para controlar la temperatu
ra corporal, sino que es una regulecion de la temperatura al

rededor de un nivel més alto.

El concepto de nivel-fijo, propuesto por Snell y Atkins -
es de gran importancia para la definicidn de la fiEbrg y se_
explicd en la seccién anterior, definiéndoloc como el nivel =
de temperatura alrededor del cual el integrador del arco re-
flejo térmico intenta regular la temperatura corporal; por -
ejemplo, el nivel fijo del ser humano, se encuentra entre -

© y 37°C. Cuando la temperatura corporal se encuentra -

36.5
por debajo de este nivel, el individuo se encuentra en un ES

tado hipotérmico; en—tel caso, el integrador, al percibir es

14
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ta hipotermia, inicierd una serie de -mensajes que modifica-
rédn los mecanismos involucrados en la regulacibn de la tem-
persturae corporal, de manera gue ésta se incremente. Dismi-
nuciédn del sudor, vasoconstricecién periférica, aumento en -
el catesbolismo de grasas y escalofrios, son algunas de las_

respuestas 8 la hipotermia. En el caso contrario, cuando -

la temperatura corporal se halla por encima del nivel-fijo,

el organismo iniciard una serie de respuestas tendientes a_
bajarla. Es obvio que, cuando hay fiebre, el organismo es-
t4 regulando su temperatura alrededor de un nivel-fijo més_
alto y gue la secuencia de eventos %nvolucra, primero, una_
elevacidn del nivel-fijo y después de una elevacidn de la -
temperatura corporal. Este hecho es interesante, ya que,al
principioc del fendmeno, cuando el nivel-fijo se eleva, se -
puede considerar gue el organismo se encuentra en un estado
'hiﬁotérmicu, mientras gque, una vez gue la temperatura se ha
elevado al estado de fiebre, el individuo se encuentra en -

un estado normotérmico (fig.1).

2.1 AGENTES ACTIVADORES DE FIEBRE:

Lta fiebre ocurre naturalmente como resultado de infeccig
nes bacterianas o virales o de cualquier reaccifn antigeno-
anticuerpo, gue cause inflamacidn severa.

21 wren_ota historis del conocimiento de los agentes 8g-

tivadores de fiebre ha sido largo. A finales del siglo XIX

17



se demostrd gue el sgua destilade, soluciones salinas y toxi
nas bacterianas pueden producir fiebre y otras reacciocnes té
xicas en el hombre y animales, cuando se injecta por via in-

travenosa o muscular.

En 1879, S5ir John Burden Sanderson, introdujo el término_
"pirbgeno" pera designer sl compuesto responsable de la fie-
bre, gque se presentaba comunmente después de una transfusian

de sangre.

Por muchos afios, se definid a los pirdgenos de forma ope-

racional:

"Substancia de naturaleza desconocida, probablemente -
protéica, que se encuentra en el agua destilada Qque se
usa en la preparacién de sustituyentes sanguineos vy res
ponsable de la elevecidn ocasional de la temperatura_
corporal, después de la transfusidn de sangre o de --

otros flufidos por via intravenosa" (Kluger,1979).

En 1884, Centani aisld un pirbgenoc de cultives de bacte--
ries y determind su naturaleza no protéica. btrdeescubri-—
miento importante es la alta correlacidn que existe entre --
los efectos pirogénicos de las bacterias pirogénicas y las -

gramnegativas.

S5eibert (1923), mediante un trasbajo muy cuidadoso, dehns—

18
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tré conclusivamente que muchas fiebres atribuibles o otras
causas, son, de hecho, el resultado de la esccién de un pro-
ducto termoestable y que su principasl fuente es el agua

que se usa como diluyente en la preparacién de medicamentos.

En la actualidad, este producto es el ceusante de fiebre
més estudiado. E1 términp moderno de "endotoxina" se utili-
za paera designarlo, abn cuando el término pirbgeno se si-
gue usando para designar a los causantes de fiebre, y es un
concepto, de alguna manera mAs amplio gque el de endotoxina,

puesto gque no todos los agentes activadores de fiebre --

son endotoxinas.

La endotoxina es un componente natural de 1la membrana ex-
terna de la pared celular bacteriana, junto con fosfolipidos
y proteinas. En la figura 2, se muestra esquemdticamente -
la molécula de lipopolisacérido, que constituye la endoto~
xina. Como puede verse, esta molécula estéd compuestas de tres
partes: 1) la cadena 0O-especifica, 2) la parte central y --
£) el Lipido A. Las dos primeras son sacaridas y la Oltima -
es un lipido. Se sabe gue esta (Gltima parte es la responsg
ble de el disparc de la respuesta febril (Good y Lane, 1977).
La molécula lipopolisacérida de endotoxima es muy estable y
resistente al calor. Su capacidad para producir fiebre sub
siste, adln cuando provenga de porciones de mared celular de
bacterias muértas. Debido @ que contiene regiones hidrofili-

cas e hidrofbbicas, 1la moléculs de lipopolisacérido puede




existir en diferentes formes agregadas, con estructuras de-
_terminedas por la composicibén de la solucién, como vesi{cu--
las, blicapas o micelas, gue pueden extraerse, aungue no to-

talmente, mediante filtros de diferentes medidas.

Los efectos de la administracién de endotoxinas sobre un
orgenisma, verfan con le especie del animal gque recibe la -
inyeccién. Se han descrito mhs de treinta efectos distin-
tos de la endotoxina sobre el huesped (Newtony,1969), entre
los que se encuentran: Reduccién del némero de leucocitos -

circulantes seguida de una produccibén de leucocitos nuevos,

reduccidn de niveles de hierro en suero, disminucibn de la_

presidn sanguinea, hiperglicemia, necrosis hemorrégica de -~

tumores, hiperreactividad vascular, fiebre, en dosis pe--
'

guefias se presenta un reforzamiento de la resistencia inmu-

, '3 Is s
noldgica no especifica.

Cuando se inyecta a un organismo con endotoxina o bacte-
rias gramnegativas.vivas o muertas, se desarrolla un proce-
so de fiebre después de un perfiodo de latencis gue varis sg
gin la especie del organismo. En el conejo de laboratorio_
es de 15 a 30 minutos, en el ser humano es de aproximadamen
te una hora y en los péjaros puede ser de tres hores o més_

(Good y Lane, op. .cit).

En todos los casos, después de inyecciones repetidas de_

endotoxina, el orgenismo desarrolla tolerancisa.

21



2.1.1. PIRGGENDS ENDOGENDS.

La explicecién para el perfiodo de 1atencia reside en que’
la endotoxina no es el agente directo de la fiebre. Cuando
la endotoxina entra en circulacibén sanguinea, es fagocitada
por diferentes tipos de células del sistema inmunolégico.Es
ta fagocitosis active, en estas células, la produccidn de --
una substancia endégena-(pirégeno endbgeno) que seréd la que

actle sobre integrador del Sistema Nervioso Central (Kluger,

bp.citi; Good y Lane, op.cit).

Los pirbgenos endégenﬁs, a diferencia de las endotoxinas,
son proteinas de peso molecular bajo, que como proteinas,se
desnaturalizan répidamente o se inactivan a altas temperatu
ras. Cuando se inyecta pirfgeno endbgeno a un organismo,el
periodo de latencia es sensiblemente mencr gue para las en-
dotoxinas y el animal desarrolla pocs tolerancis a la inyeg
cidn repetida (Kluger,op.tit;Bood:y Lane, op.citi), Se ha demos
trado que las células tales como granulocitos polimorfonu--
cleares, monocitos, célulss de Kupffer en el higado vy macré
fagos del bazo, pulmones y nddulos linféticos, producen pi-
rfigenos endbgenos cuando se incuban in vitro con diferentes
tipos de agentes activadores. La estructure del pirfgeno -
endGgeno varia segln el tipo de célula que 1o produce,igual
que el producido por-el mismo tipo de células en diferentes

especies, pero todos producen fiebre (Bornstein y Woods, --
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1969; Kluger,1977; Atkins,1966; Bodel et al,1973; Dinarello,

et al,1974).

Le mayor parte de las lnvestigseciones que se han hecho sg
bre pirbgenos endbgenos han sido estudios gue involucran --
grenulocitos polimorfonucleares (Kluger,1979). Se ha demos--
tredo que le produccién de pirdgeno endbgeno es un procesg -
dependiente de la sintesis de proteinas (Moore et al,1970; -
Nordlund and Reot,1970; Bodel, 1970), y de la temperatura, y_

gque tiene lugar durante varias horas (Atkins, 1966).

El pirbgeno endégeno es sintetizedo a partir de un precur
sor no funcional, después de la activacidn de la célula por_

la fagocitosis de endotoxina (Kluger, 1974).

La tolerancia & ls endotoxina esté relacionada con el re-
forzemiento de la remocién de endotoxina.de la sangre  después
de inyecciones repetidas de endotoxina. Besson (1974) encon
tré que el sistema reticulo endotelial (los varios tipos de
células gue tienen la funcibdn fagocitica) es extremadameﬁte_
importente en la remocidn de endotoxina de la sangre. Estas
células, que forran los pasajes vasculares y linféticos,se -
encuentran también en tejidos tales como la médula bsea, el_
bazo, el higedo y los nddulos linféaticos. Le tasa de remo---
cién de endotoxina estd también relacionada con el nivel de_

eanticuerpos en el suero, sobre todo las'upsoninas que fecili
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tan la fagocitosis (Jenkin y Rowley, 1961).

2.2 EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y LA FIEBRE:

Existe una considerable evidencia de que el SNC estd in-
volucrado en el desarrollo de la fiebre (Kluger,1979). Esg-
to puede parecer trivial, peroc es necesario diferenciaer en-
tre lo que podria considerarse hipertermia, que puede ser -
efecto de distintas causas, y lo gue se considera fiebre, -
que involucra la elevacidn del nivel-fijo en el integrador_

del SNC, como resultado de la accidn pirogénica.

La principal evidencia gque existe de la actividad pirogé
nice sobre el cerebro, la proporcionaron Cooper et gl, en -
1867, 8l inyectar pirbGgeno endbdgeno en diferentes éreass del
SNC, Q provocar una diminucibn en el periodo de latencia y_
un incremento en la magritud y duracibn de la Fiebye. Sin
embargo, ha sido mucho més dificil demostrar qué parte espe
cifica del SNC interviene en la produccién de fiebre. Sola-
mente la inyeccidn de pirbAgengos Endégenoé en pequefias canti
dades de pirbdgeno endbgeno en la regidn del PDAH produjeraon
fiebre, en el experimento de Cooper et al. Por otro lado,-
Rosendorf y Mooney, en 1971, demostraron esta misma sctivi-

dad, pero dismihuida, en el tallo cerebral.

Sin embargo, a pesar de gque el PDOAH es un 4rea térmica--

mente sensible, que responde a los pirbdgenos y esté implica
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da en la integracidn de 1a informecidn térmica, su extraccidn
o lesibdn tiene un efecto minimo sobre la pruquccién de fiebre
(Veale y Cooper,1975; Anderson et al,1965; Lipton y Trzcinkas,
1976). Esta es una paradoje que hasta el momento neo tiene ex-
plicacién, como no sea que el POAH no es el Onico centro in-
tegrador, y que, por ejemplo, el tallo cerebral cumple con la

misma funcidn.
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3. LA RESPUESTA FEBRIL EN CONEJOS COMD PRUEBA OFICIAL
PARA DETECTAR CONTAMINACION EN MEDICAMENTOS PARENTERALES.

Actualmente, y como una de sus principales aplicaciones,se
utilize la respuesta febril en conejos para detecter contami-

nacién endotbxica en medicamentos parenterales.

Los medicamentos parenterales son aquellos gue se adminis-
tran por vias no digestivas, como la intramuscular, inmtraveno

sa, hipodérmica y oftédlmica.

Las ventajas de la administracién parenteral de drogas no_
puéden exagerarse y son bien reconocidas por los médicos ac--
tuales. La inyeccidn intravenosa, por ejemplo, es el medio -
més eficaz para la administracién de agentes terapéuticos y -
para la reposicifn de fluidos orgénicos, electrélitos o nu---
trientes. La administracitn de medicamentos por via parente-
ral permite también, obtener una respuesta biolbgica inmedia-
ta; administrar drogas que no son efectivas por via digestiva,
0 que son destruidas por las secreciones digestivas; adminis-
trar medicamentus a pacientes Que se encuentran incungcientem
ﬁbtener un efecto local de la droga; alimentar a pacientes --
gue se encuentran imposibilitados para ingerir alimentos; en_
fin, se puede decir que un alto porcentaje de medicamentos ad

ministrados en hospitales, se hace por via intravenosa.

En la mayoria de los paises avanzados, en los que se enN---
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cuentran companias plblices y privedes productorass de medich
mentos parenterales, como Francia, Hungrie, Gran Bretafia y -
Estados Unidos, las farmacopeias oficisles quuieren que, pa
ra que un lote de medicamento parenteral sea liberado al mer
cado, éste pase la prueba de pirbgenoc en conejos. Uno podria
preguntarse &éPor qué, a pesar de gue existen variaciones en-
tre las pruebas prescritas por estas farmacopeias, el proto-
colo general es el mismo pars todas? Este hecho tieme mucho
que ver con la forma en que se ha desarrollado el conocimien

to de estos medicamentos y también el de sus contaminantes.

Desde 1840, la medicecidn parenteral es una préctica mé-
dica cuﬁﬁn; en aguella época los médicos usaban jeringas se-
mejantes a las modernas y. la solucidn a inyectar se disolvia
calentédndola justo antes de inyectarla, sin ninguna contribu

cidn. . mayor a la esterilidad de la inyeccibn.

Ya en la década de 1890's, la literatura médics dabs nota
de la importancis de la esterilizacifn de la jeringa y las -
soluciones a inyectar. En ests misma década se comenzd a hs
bler de lo gque se llamb "reaccidn pirogénica" y que consis--
tis en el desarrollo de un estado de fiehre después de la ad
ministracidn de algln medicamento por via parenteral. Se =--
pensaba en alguna substancia proteinica proveniente del matg
riagal utilizado en la inyeﬁcién, como causante de esta reac--

cibn. En 1894, Cetani aisld un pirbdgeno de un cultivo de --
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bacterias y determind su naturaleza no proteinicae, y poco des
pués se establecit la relacién entre pirbgenos y las bacterias

rgramnegativas. :

En 1923, mediante un trabsjo muy cuidadoso, Florence - --
Seibert demostrd el origen bacterianoc de la substancia respon
sable de la reaccidn pirogénica y ademés, gue el agua de so-
lucibn es la principal fuente de esta substancia. Se cumenzé_
entonces a8 ver la necesidad de un control eficaz de la conta-
minacibn de endotoxina en los medicamentos parenterales, més_
alin, conociéndose los efectos de las endotoxinas més profunda
mehnte, y que fueron descritos en la seccidn anterior.

Fue el trabajo mismo de Seibert, el que did la paﬁta para
el protocolo oficial de la prueba de pirdbgenss, que utiliza -
al cunejq como sujeto, y que fue aprobado por la farmacopeia_
de Estados Unidos en 1942 y por los demés paises alrededor de
estas mismas fechas. De esta manera, todos los fabricantes_
de medicamentcs parenterales deben someter sus productos a la
modalidad Dficiai gque les corresponda, de la prueba de pird-
genos en conejos. Todos los medicamentos gue se administran_
por via intramuscular, subcuténea o intravenosa, como las in-
munoglobulinas, vacunas, soluciones salinas y de glucosa,etc.,
y sobre todo, el agua que se utiliza en solucidn, deben pasar

por esta prueba.

La importancia de la prueba, entonces, radica no.solamen-



te en el nimero tan grande de veces gue ésta se lleva a cabo en el mundo,
por las diferentes companias productoras de medicamentos parenterales,si
no ademés y principalmente, por las consecuencias graves que tendria 1i-
berar al mercado un lote de medicemento parenteral contaminado con endo-

toxina.
3.1 VENTAJAS DE CONEJO COMD SUJETO DE LA PRUEBA:

Hasta hace poco, el modo mAs sensitivo para detrminar si una solu---
cibn estaba contaminada o no con endotoxina, era inyectar la solucidn a_
un animal y observar si se desarrollaba Fiepre. Se han observado res---
puestas pirogénicas en una variedad de animales, incluyendo conejos, cu-

yos, perros, gatos, monos y caballos.

El use del conejo de laboratorio para la prueba de pirdgenos se debe
probablemente al trabajo de Seibert, quién, en el proceso de investigar_
las causas de la fiebre, hizo miles de observaciones de la respuesta fe-
bril de este animsl. Es, en realidad, un excelente animal para pfnbar -
la pirogenicidad de soluciones contaminadas, porque es muy manejable, --
cuesta relativamente poco mantenerlo y responde a dosis muy bajas de en-

dotoxina.

- 3.2. RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA.

La seguridad de que los productos farmacéuticos estén libres de pi-
régenus depende de que las pruebas que se realizan en estos productos -

sean confiables en la deteccifn de pirdgenos.
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Por més de treinta afios, las compafilas farmecéuticas han he-
cho un uso extensivo de la pruebs de pirdgenos en conejos.Nu
merosos au&ores e instituciones, incluyendo las farmacopeias
de Francia, la RDA, Rumania, Gran Bretafis y 1a USP (United -

States Pharmacopeia) recomiendan o prescriben esta prueba.

Por otro lado, la teoria experimental (Van Noorduijk, de dong,

4977), sostiene que’todas las pruebas se caracterizan por los parédmetros de:

1) Sensibilidad ©0 habilidad de la prueba para dar resul

tados positivos en presencia de la substancia que se

estéd probando.

2) Reproductibilidad (precisibén y repetibilidad) e inter

valo de variacidn del resultado.

.

3) Especificidad o habilidad de la prueba para dar resul

tados positivaos solamente con la substancia que se es

td detectando.

4) Adecuidad o determinacidn de cierta substancia, que -

se estd probando.

Seglin estos parametros, la determinaciédn de ls pirogeni-
cidad por la respuesta febril, debe indicar solamente la prg

sencia de toxinas, sin la interferencia de otros factores --
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inductores de fiebre. Para ello, se debe tener cungggqgi; de '
gque estos inductores pueden tener su origen en diversas cau--

sas, tales como las caracteristicas del animal, el medio am-
biente en el gue éste se desenvuelve, las condiciones en las
gque se realiza la prueba, etc. Por 1o tanto, es deseable es--

tandarizar tanto como sea posible todos estos factores.

3.2.7 CLCARACTERISTICAS DEL ANIMAL.
La respuesta de los conejos a la endotoxine bacteriana --
puede estar relacionada con algunas caracteristicas del animal,

como la reza, la edad, el peso y el sexo.

Respecto a la raza, P. van Dijk y H. van Coorde (1977) de-
mostraron expreimentalmente que la raza Holland presenta una -
mayor sensibilidad a los pirbgenos que las razas New Zealand -~
(albingos) vy Dendremonde. S5in embargo, casl siempre se usan
conejos New Zealand, por sy tamafio adecuédo y porgque tienen -
las venas de la oreja muy prominentes, lo;que facilita la in<-
yeccign. De cualguier manera, casi ninguna farmacopeia_exige
una raza en especial. El1 énfasis se hace més bien sobre el pe-
so (entre 1.5 y 3kg.), porque tiene una gran influencia en la -
dnsis a inyectar, vy en la edad: casl siempre se recumienda que
se usen conejos maduros, porque los conejos inmaduros son --
significativamente méAs resistentes a la actividad pirogénica de

las endotoxinas.
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En cuanto al sexo, no se ha observado ninguna diferencia
entre los dos sexos. (Kunhold, "1977)., S5in-embargo,: se prefieren-las
; hembras, porgue tienaen 8 ‘ser hés.féciles de. manejér. Ademés, los ma -
chos orinan con un chorro 8 gran presidn, lo gue produce pra

blemas de sanidad.

3.2.2. CARACTERISTICAS DEL MEDIO AMBIENTE.

En cuanto al medioc ambiente, en el que se cesenvuelve el
animal gue estaré sujeto a la prueba, hay una gran variedad_
de recomendaciones, nu/siempre oficiales, que van desde las_
condiciones ambientales como el espacio minimo que requiere_

el animal, hasta las condiciones que deben tenerse en la co-

lonia de conejos.

El tipo de colonia que se requiere, depende de la naturg
leza del material que se va a probar. Para la maynrfa de --
lﬁs productos parenterales, se puede permitir la utilizacidn
.repetida de cone jos cada tercer dia, a menos que el animal -
haya recibido una muestra gue se juzgue pirogénica, en cuyo__
caso, debe descansar por dos semanas antes de volver a usar-
se. Ademéas, las fluctuaciones de temperaturas ajenas a la =-
respuesta pirogénica, van disminuyendu.confnrme el animal se
acostumbra al manejo, con lo cual se aumenta la precisifn de

la prueba.

Laes substancias antigénicas, como las fracciones protei-
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nicas del plasma, por otro lado,'no pueden ser inyectadas re
petidamente & los conejos, 8in causar una reaccién anafilég

tice; los conejos, en este caso, se pueden usar hasta tres -

veces en un periodo no menor de slete dias, siempre que no

se observe pirogenicidad en ninguno de los productos proba-

dos. En una colonia de este tipo, la utilizacidn repetida

de los conejos es muy limitada.

La incidencia més comin de resultados positives falsos
se encuentra en conejos nuevos y no probados (Weary y Baker,
1977); conejos que entraron a la colonia recientemente. Por
esta razbén, cuando se introduce un animal nuevo 8 la colonia
dehe mantenérsele en cuarentena por dos semanas cuando mMenos.
En este periodo se le aplica una solucibn contra pardsitos,-
sobre todo en las orejas, y se aplica un tatuaje con un nﬁmg
ro asignado previamente, en la oreja. Solamente los cone--
jos que se muestran saludables después de la aarentena, se -

transfieren a la colonia.

Ya en la colonia, se les mantiene en jaulas adecuadas,-

con alimentacidn standard y agua ad libitum, y se les pesa -

periddicamente (cada dos o tres dias). Una pérdida abrupta_
y considerable de peso puede indicar condiciones de enferme-

dad, por lo gue esta practica es muy importante.

El disefio de las instalaciones donde se mantiene a los -
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conejos es muy importante, y tiene mucha que ver can el nobje
tivo de este trabaju.' La localizaciﬁn,‘la ventilacidn, la ~
temperatura y humedad relativa del ambiente, el ruido, la sa
nidad, el espacio, sen factores que tienen influencia sobre_
los resultados de la pruebs. Existe mucho material de can--~
sulta sobre este disefio, y en general, casi todos coinciden_
en sus recomendaciones, pero en realidad, las instalaciones_
pueden diferir mucho en sus facllidades, de un bioterio & --
otro. Por ejemplo, en muy pocos se cantrola la temperatura_
y en menos la humedad relativa. A pesar de que las Facilidg
des sanitarias y de espacio se describen cuidadosamente .en -
la literatura sobre este tema, éstas estén, en realidad, su-
peditadas a las necesidades economicas y de espacio de las -
compafiias productoras. La que se observh, de manera directa
en las compaﬁias .que, se~visitaropn, en genergl,‘Fué”un-espac}o

aproximado de 50 cmz. de piso por conejo, que es un e§paq;p

‘muy reducido,:-comparado con lo gue tedricamente se recomienda.

Yn requisito en el gue se hace mucho énfasis, es el espa
cio donde se mantiene al animal poco antes de la prueba y -
durante &sta. Generalmente las compafias tienen un espacio_
para estos fines, muy aislada, en donde se controles la tem-
peratura (entre 207 y 22°C.) y 18 humedad relativa (entre 60

y 70%), el ruido y las visitas.
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3.3 PROTOCGLO DE LA PRUEBA.

Antes de gue los conejos puedan ussrse en una prueba de
pirbgenos, se recomienda registrar su temperaturs periddica
mente (cadas dos o tres horass), desde el dia enterior o dos_
dias antes. Si un conejo muestra temperaturas rectales ex-
tremosas, por debajo de 38.5 u'pnr encime de 39.8, se le ex

cluye de la pruebsa.

El dia de la pruéba, se conserva a los conejos en ayuno,
y la prueba se debe llevar a cabo a una hora determinada,-
siempre 1la misma, por la mafana, porque los canejoé tienden
8 ser més sensiﬁlés o a respander con mayor intensidad en -
las tardes (Hess,1971). Debe tenerse cuidado de no excitar_
a8 los conejos con ruidos poco usuales o con un manejo tosco

al transferirlos de un lugar a otro.

Por la mafiana, se les transfiere a una presalé para es-
perar la prueha, aislada de ruidos y visitantes. Justo an-
tes de empezar la prueba, se les pesa, pasra calcular la do-
sis 8 inyectar y se les transfiere a otro cuarto para colg
carlos en cepos (fig.3), gue restringen los movimientos brus
cos, . La temperatura rectal de los conejos se puede_
ﬁeterminaf de varias maneras. El aparatoc més simple y pre-
ciso es el termémetro clinico, lubricado con petrolatoc e in
serto en el recto del conejo, a una profundidad no menor de
7.5cm. El termbmetro se mantiene en su lugar hasta que 1la

temperatura indicada se estabiliza. Durante el proceso, el
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Fig. 3: Conejo en el cepo.



conejo seiencuentra sobre lss pilernas del operador. Este -
procedimiento se lleva mucho tiempo y es préctico solamente

cuando se necesita un nimero limitedo de pruebas.

Cuando se requiere reslizar pruebas a mayor escala, se_
puede usar un termimetro transistorizado, con salidas termg
sensibles pares. El registro de les cambios de temperatura
se basa en las variaciones en la resistencia eléctrica de -
los metales con los cambios de temperatura. La temperatura
registrada se despliega en una pantalla gradusda. La sensi-

tividad del aparato es de un . décimo de grado centigrado, y

alcanza hasta 42 C5 el registro es répido y se estabiliza en 5 segundos.

Cuando los conejos estén colocados en los cepos, se les
inserta en el recto una de las salidas del termopar, lubri-
cada con petrolato; se permite un periodo de estabilizacidn
de treinta minutos y se registra la primera temperatura,qgue
seréd la temperatura control o base para la computacién de -
incrementos subsecuentes. Una variacidn de 1DE. en las tem
peraturas iniciales del conjunto de los conejos sometidos a
la prueba es inasceptable. Asimismo, los conejos gque mues--

tran temperaturas por encima de 39.BOC. se descartan.

La temperatura se registra cada media hora, durante las

siguientes tres horas, aseguréndose de gque las salidas o --

termopares se mantengan en su lugar.
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3.1.2. ADMINISTRACION DEL PIROGEND.

El material problema que se va a probar, debe adminis--
trarse dentro de cusrenta minutos después de registrar la -
temperatura control. Todos los instrumentos utilizados dg

ben estar libres de contaminantes.

S5e inyecta un voldmen de 10ml/kg de peso, de la solu---
ciﬁn prohlema, por via intravenosa en la vena marginal de_
la oreja. Siempre se inyecta la solucidn lentamente, cui--
’dandn de no dafiar las venas de la oreja. 51 ocurre dafio,el

canejo debe descansar por una o dos- semunas antes de some--

terse a otra prueba.

En algunos laboratorios, antes.ugAque un conejo se somg
ta a la prueba, se le somete a un simulacro de prueba, don-
de se registra la temperatura exactamente como se hace en -
la prueba real, perc sin que se administre ninguna inyeccidn.
Algunos laboratorios reélizan hasta tres simulacros. En el_
primero se coloca al conejo en el cepo, durante tres horas,
sin realizar ninguna otra operacibn. En el segundo, se co-
loca en el cepo y se le introduce el termopar por tres ho--
ras, y en la tercera, asdeméds se le inyecta una solucibén sa-

lina inocua y se registra su temperatura durante tres horas.

Estas précticas. tienen dos objetivos: el de familiarizar al

conejo con el procedimiento, y el de excluir a los conejos_
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que muestran un incremento significativo en la temperatura,
sin ninguna razén para ello. Incluso aigunas fsrmacopeias,
como la de Francia, la de la RDA, y la rumana, han introdu-
cido wun pretratomiento de conejos, donde se les inyecta -~
una preparacidn standard de pirdgeno y prescriben la exclu-
sidn del experimento 8 los conejos con sensibilidad insufi-

ciente

3.17.3 REGISTRD Di RESULTADDS.

Es una préética comidn en los laboratorios en donde se -
realiza esta prueba, asignar a cada cunejo en el bipterin,-
una tarjeta, en donde se anota minuciosamente, el desarro--
llo y la actuacidn del conejo durs.te su estancia en el big
terio, y principalmente los registros de temperatura gque se

observan durante las prepruebas y la pruebas reales.

Durante la prueba, se toma la ' mperatura inicial inme-
diatamente antes de la inyeccitn, rnada media hora, durantg_
tres horas. La temperatura inicial se toma como la tempera-
tura base para calcular incrementos subsecuentes, y se toma
en cuenta para los resultados, el incremento méximo renis--
trado o la diferencia mas grande entre la temperatura ini-=-

cial y los registros posteriores.

3.7.4. INTERPRETACION DE RESULTADOS.

Cuando se inyecta a un conejo con una dosis alta de pi-
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rbgenos, ocurre una curva de incremento de temperatura,con
dos climax; el primero, que es el més altn,»ocurre aproxi-
madamente una hora después de la inyeccibn, el segundo, me
nor, después de tres o cuatro horas, La intensidad de_
la respuesta estd relacionada con la cantidad de pirGgenos
que se inyecta, es decir, con la dosis y con la pataogenici
dad de la especie que sirvid como fuente de pirdgenaos; en_
este (1ltimg sentido, se ha observado,incluso, un efecto si
nergéticn entre especies distintas (Lucken,Adlam,Knight, -

1977).

Es estes capacidad de respuesta la que nos proporciona_
la oportunidad de utilizar al conejo para detectar contami
nacién de pirdgenos en medicamentos parenterales. Sin em--
bargo, la prueba conlleva en si misma, de forma intrinsecs,

su propia problemética.

5i observamos la figura &, nos daremos cuenta de gue -
ls pfueba perfecta en conejos nos llevaria a aceptar todas
las muestras que no contienen pirbdgenns, y a rechazar to-
das las que si contienen pir6genos. Sin embargo, existe -
la posibilidad (y se han dado muchos ctasos) de rechazar --
muestras no contaminadas, lo gque significa un desperdicio
de material, o de aceptar muestras contaminadas, lo que --
constituye un riesgo médico. La figura muestra, asimismo,-

cOmo éstas dos fuentes de error, estédn relacionadas con la
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especificidad y con la gensibilidad de la prueba.

Pirdgenos

Ausentes Presentes

Aceptado | Correcto [Negativo falso
Resu
esultado Rechazado | Positivo Correcto

falso
EGPECIFICIDAD SENSIBILIDAD
Correcto A . I Correcto D
Correcto A + Falso C Correctop + Falso B
Fig. &

Ls 'sensibilidad de la prueba es uno de los puntos de -
mayor discrepancia, resultado del hecho de que la prueba_
no detecta cantidades exasctas de pirbgenos, sino que, se--
gln las propias prescripciones de las farmacopeias, detec-
ta un cierto nivel, més o menns.imprecisn, de concentra---
cién de pirBgenos en la solucién, lo gue contrasta, de al-
guna manera, con el hecho de que el resultado es interpre-.
tado como aceptado-rechazado. La comhinacidn de estas dos
condiciones presenta grandes problemas; por ejemplao, se --
ménciona a menudo en la literatura al respecto, cuén difi-
cil es tomar una decisidn entre aceptado y rechazado, cuan
do 1los resultados se encuentran elrededaor de los limites -

prescritos.

Para ilustrar un poco mAs esta problemédiica, revisemos
las prescripciones que las farmacopeias de Hungria y de Es
tedos Unidos, gue se encuentran entre las més importantes,

hacen con respecto & esta prueba, en el caso particular de
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los medicamentos hemoderivados

El protocolo de la farmacopea hingara (Haegedus y Benko,
1977), prescribe gue, 8l probar lotes de albimina o de inmunoglo-
bulipa, se inyecten tres conejos con soluciones al 5%, en dosis
de 5ml./kg, y con soluciones al 10% en dosis de 1.5m./kg, por
via intravenosa. E1 lnte‘es aprobado cuando ningln conejo mues
tra un incremento mayaor de 0,5 C. y la suma de 1los incrementos
de la temperatura de los tres conejos es menor de 1.29C. si el
incremento promedio de temperatura estd entre 0.6 vy 1.1DE., el
lote se puede probar en veinte personas, con la misma dosis -
prescrita. En esta‘ Gltima prueba, cuando el incremento prome-
dio en las-veinte personas es menor de 1DE, y todos 10; incre-

mentos individuales estén por debajo de D.BDE., el producto -~

puede liberarse.

El protocolo de la farmacopea estadounidense (Marcus,. Nel-
son, 1977) prescribe oque se inyecte una Yasis de 3ml/kg. de
peso del lote 8 probar, o una dosis semejante a la gque se admi-
nistré en seres humanos, segdn el medicamento, & tres_conejos -
adultos, sanos, por via intravenosa. S5i uno o més de los tres
conejos muestra un incremento de temperatura de 0.6°C. o mas, -
o si la suma de los tres incrementos excede de 1.5°C. la prue-
ba se repite en cinco conejos. EN este caso,-si noimas de“tres.conedgs

s] ’ g . . : :
del-total de' otho,: muestran, incrementos de 0.6 °C. uwmasg“w.s@ lassyma de los....;



ocho incrementos no excede de 3.75C el hroductn se .libers.

Como puede verse, aparte de las distintas opiniones so-
"bre cuantos mililitros deben ser inyectedos a los conejos,-
tampoco hay unanimidad respecto a la interpretacién de los_
resultados, ya gue se permiten valores de incrementos de --

temperatura gue varian de 0.6 8 1.1°%C.

La discrepancia en estos puntos se ve reforzada por dig
tintes reportes cientificos gue se coptradicen entre si, in
cluso en el valumen de la inyecci6n. (Cooper,Pearson,1977;-

Gardi y Arpagus,1977; Zimmerman,1977).

4, CORRELACION EN LA INTENSIDAD DE LA RESPUESTA FEBRIL
EN CONEJOS Y EN HUMANDS.

Demostrar, en términos indiscutibles, una correlacién -
significativa entre la respuesta febril de los conejos y la
del ser humano, representa una tarea dificil; 1la principal__
fuente de informacibn en este sentido es la précticé misma,
es decir, el comportamiento gue demuestran medicamentos que
fueron liberados al mercado, habiendeo pasado la prueba ofi-

cial en conejos, cuando se administran a pacientes humanos.

Segin Marcus y Nelson (1977), le sensibilidad:: de la ---

prueba, tal y como se codifica &en las distintas farmacope-

iss, esth basada en la observacién clinica, en la experien-
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cia de qué elevaciones en le temperaturas del conejo de apro-
ximadamente D.EDE., tienen un nivel satisfactoric de reac---
cibn febril en los pacientes humanos. Ademés,"no existe una
demostracidn inequivoce de cesos de respuests pirogénica en_
humanos a preparaciones Que hayan pasado la prueba de pirégg

nos en conejos (Marcus y Nelson, op. cit).

8in embargo, Noordwijk y Jong (1977) afirma gue,en el --
curso de control préactico de soluciones de inmunoglobulina -
"....se han encontrado muchos lotes cuya pirogenicidad posi-
tiva no pudo ser determinads sin ambigledades, en los cone-~-
jos. La confiabilidad de los resultados obtenidos se ha vig
to disminuida a menudo por la contradiccién de los resulta--
dos en distintocs grupos de conejos". Y Hegedus y Benko (1977)
reportan que "... en base &8 los dastos disponibles, no se ha
encontrado una correlacidn confiable.entre la prueba de pi-~
rbgenos en conejos y el incremento de temperatura en el hom-
bre. La misma preparacidn qgue pasa la prueba de pirbgenos -

en conejos prueba ser pirogénica en pacientes humanos".

Otra fuente de informacidn en el sentido gque nos ocupa,-
praviene de las précticas de contruwl interno de calidad de -
las compafiias productoras de medicamentos parenterales, espg
qialmente en Hungria, donde la farmacopeia permite, tal comn
se describid anteriormente, una segunda rectificacién o rati

ficacidn en humanos (es de aclarar que, segln la informacidn



obtenida, este permisc se d& solemente cuando se trata de in
munoglobulinas, cuya produccidn es muy cara, y cuendo el lo-

te en cuestidn reune todos los demds requisitos).

En los detos obtenidos por estas pruebas durante varios_
afios, Hegedius y Benko (1977), no puedieron encontrar ung -
correlacidn confiable entre la prueba de conejos y la eleva-

cibn de temperatura en el hombre.

Dare y Mogy, por otro lado, reportaron un experimento -~
que involucrd a nueve humanos y mAs de 200 conejos; se basa-
ron en los resultados obtenidos pera caoncluir que la sensiti
vidad del pirbdgeno de Pseudomonas en conejos era de 1/3 a --

siete veces la demostrada por humanos.

La mayor parte de la litz2ratura sobre el tema, publicada
en los (ltimos afies, mencicna el trabajo de Grelssman y - -
Hernick (1969) como fundamental en esta cuestib6n. Estos au-
tores realizaron un estudio comparativo de la reactividad pi
régenica entre conejos maduros albinos y hombre adultos sa--

nos,-y reportaron los siguientes resultados:

"En una base de dosis por kilogrémo de pesao, el conejo vy
el hombre son aproximadamente igual de reactivos a can-
tidades umbrales de endotoxina; cuando se usan dosis al

tas, la relacibén dosis-respuesta se vuelve mucho mis --
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aguda en el hombre.

En una bese de dosis totasl, los conejos requieren can
tidades més pequefias de endotoxina, para lograr dosis_
umbreles febriles, pero conforme la dosis total de en-
- dotoxina aumenta, la respuesta febril en el ser'humqnu

sobrepasa rapidamente a la del conejo".
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PARTE 1II

CONTRIBUCION PRACTICA



INTRODUCCION,

El postulado del qhe partimos para realizar este trasba-
jo, es el de que la pruebs .oficisl-de conejos es una prueba
de tipo bioldgico, en la que se ven involucrados miltiples_
factores, como en cuslquier pruebs de este tipo. La inten
sidad de la respuesta febril, puede considerarse, En.ﬁltima
instancia,.cumn una variable poblacional, tanto en los cong
jos como en los seres humanos. De esta manera, siempre se_
pueden presentar casos de individuos hipo o hipersensibles.
Este postulado se ve reforzado por el hecho de que aproxima
damente entre un 2 y un 5% de los canejos qué participan en
esta prueba, no responden a la asccibn endot6xica, es decir,
dan una reaccidn negativa falsa (Kinheld,1977). Incluso, al
gunas farmacopelias recomiendan una preprueba para descartar

8 los conejos hiper o hiposensibles.

La distribucién en la poblacidn de una variable pobla--
cional normalmente se ve reflejada en un bajo porcentaje dé
la poblacidn gue presenta valores extremos, en este caso --
los individuos hipo o hipersensiblea. Por otro lado, el he
cho de que hasta la fecha no se haya encontrado una dosis -
umbral de endotoxina, es decir, una dusis minima de endoto-
xina gue produzca fiebre en el conejo, nos indice o la dis-
tribucidn de los valores "medios" de la variable en la po--

blacidn.
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Un segundo postuladeo gque proponemos, es el de que la --
-sensibilidad del conejo a la endotoxina, es también una vé-
riable individual; es decir, la sensibiliidad. no es un fac--
tor gque se mantenga constante en el tiempo, en un mismo in-
dividuo,'y hay une diversidad de fectores que pueden hacer-
la variar. Por ejemplo, Hegedus y Benke (1977), afirman -
gue la hora del dia puede significar variaciones en los in-
crementos de 0<35°C. Por otro lado, Marcus y Nelson (1977)_

reportan que:

".... los resultados se volvieron absurdos en una |

ocasifn en gue un empleado del bioterio vecino, -
gue despedis olores caracteristicos de los anima-
les que cuidaba, se gquedd a platicar mientras se_

inyectaba a los conejos".

y Dressl (1977) reporta gue los animales en su laboratorio_
se muestran muy inguietos con los cambios de presidn atmos-

férica y tienden a elevar la sensibilidad de la prueba.

HIPOTESIS:

Baséndonos en los postulados anteriores, y en las consi
deraciones enunciadas, estamos pfupuniendu como hipdbtesis,-
para @esta .+ parte prédctica, que existe una variacidn_
estacional en la intensidad de la respuesta febril, a lo --

largo de un aifo.



En el intento de probar esta hipotesis, hemos utilizado
cuatro tipos de datos. Por esta razén, hemos dividido esta
segunda parte en cuatro etapas, que iremos describiendo can

oportunidad.

PRIMERA ETAPA:

Esta etapa representa realmente nuestre aportacién expe-
rimental a la tésis, por lo que haremos una descripcién de-
tallada del método sequido para la obtencidn de los datos

gque en ella presentamos.

MATERIAL:

1) Ocho conejos hembras de la raza albina New Zealand.

2) Facilidades de estancia en bioterio, como jasulas,

alimento standard, agua, servidores de esta, etc.
3) Cuarto de estancia pre-prueba.

4) Cuarto de prueba .
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5) Ambas habitaciones (3 y 4) con controles de tempera-

tura vy humedad, y con restriccidn a visites.



6)

7)

8)

9)

1)

2)

3)

4y

5)

6)

Termémetro manual rectal con graduacidon hasta de

medias centésimas.
Jeringas desechables.
Solucidn salina inocusa.

Tar jetas de 'registro.

METODOLDOBIA

Se tomaron ocho conejos de la grenjs que surte a
la compafia Industrias Biolbégicas Mexicanas para

sus pruebas de control interno.

Durante un afo se inyectd periddicamente a cada

uno de estos conejos.

Por cada. inyeccién se administrd uns dosis de 10ml.

/kg. de peso, de solucidn salina inocua.

Para la inyeccidn se wutilizdé la metodologia des-

crita en la primera parte de este trabajo.

Durante el transcurso de las pruebas, se mantuvo la

temperatura en ZDt1DC, yila humedad relativa al
50t1D%, en el cuarto de prueba y en el de pre~-prueba.

Los resultados obtenidos se registraron cuidadosa-

mente en tarjetas de registro especiales.
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Los resultados obtenidos en este proceso se detallan en
forma individual, es decir, por conejo, por fecha, en la ta-
ble 1 del apéndice de detos. En la tsbla 2, se muestran es-
tos mismos resultados, pero en forma agrupada, por mes. En
esta misma tabla se dan 1as medias y desviaciones estandard
obtenidas por mes, y totales, y las frecuencias absolutas vy

relativas de los incrementos de temperatura.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Durante el afic en gue se llevd a cabo el experimento, se
gplicaron 338 inyecciones en 8 conejos, y estamos asumiendo
que esta cifra es estadisticamente significativa para llegar
a interpretaciones confiables. Puesto gue la poblacidn gue
interviene en toda esta parte préctica es infinita, ya que
incluye a todos los conejos probados 'y probables en la prue-
ba, de aqui en adelante nos referiremos a cada muestra como

una poblacidn de datos.

En base a lo anterior, dimos un tratamiento estadistico a
los datos obtenideos, intentando probsar que existe una varia-
cidn en la respuesta de los conejos 8 lo largo del afio, y gue
esta variacidn estd influenciads por la estacidn del afio. Ca-
be aclarar que en este caso, con el término "estacidn" nos
estamos refiriendo a un periodo relativamente largo del afio,
pero gque na necesariamente coincide con la divisidn comln

de las cuatro estaciones del afio.
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En le GrAfica 1, presentamos un histograma de frecuencias
relativas de la respuesta térmice paras la primera etapa. En
este histograms se puede observar gue existe una respuesta -
térmica, consistente en un incremento leve, de aproximadamen
te dos décimas de centigrado comp méximo, que puedecconside-~
rarse debida al estreé, y gue esta respuesta se comporta coma

una varliable poblacional.

La media de las 338 respuestas obtenidas es de 0.197UC,
¢

y la desviacibn estandard de 0.125. que es muy alta, indican-

do una gran dispersitn de la poblaciédn.

El comportamiento de cada conejo a lo largo del afio, se
jlustra mediante ocho gréficas, una grafica por conejo, cons-
truidas cada una con doce puntos, que corresponden 8 los do-
ce meses del afio, y con la media de las respuestas del co-
nejo en ese mes (Graficas 2-0).

Al observar estas graficas cuidadosamente, se puede de-

tectar una variacidn pequefia que produce curvgs con dos né-
ximos y dos minimos. Es decir, casil todas las curvas pre-
sentan un punto maximo entre meyo, junio y julio, y otro en-
tre noviembre, diciembre vy enero.

Esta tendencia en las curvas individuales se ve acentua-
da cuando se construye una grafica cun las medias de todas

las respuestas obtenidas por mes, a lo largo del afio. La gra-
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fica 10 fué construide de esta manera, y en ella se muestran
también las desviaciones estandard paras cade media.

En esta gréfica se ven claramente definidas custro fases
a lo largo del afio. Dos altas (mayo, junio y julio; y noviem-
bre, diciembre vy enero), y dos bejas (febrero, marzo, y ii.. "

abril; y agosto, septiembre y octubre).

Esta observacidn nos lleva a dos interrogantes:

1) ¢Qué parte de la poblacién estd contribuyendo a la forma-

ciébn de una curva con estas caracteristicas?
2) ¢{Qué tratamiento estadistico podfiamos utilizaer para esta-
blecer el grado de confiabilidad que tiene esta divisidn

de la curva en cuatro periodos?

Para contestar la primera pregunta, dividimos el intervalo
en el gue se presentan las distintas respuestas en tres grupos:
1) de 0.0 a 0.2
2) de D.25 a 0.45
3) de 0.5 en adelante.

Aungue a primera vista esta puede parecer una disibn arbi-
traria, no deja de reflejar una divisién natural. Puﬁrie ser -
un eguivalente a clasificar a laos conejos como "hiposensibles",
"sensibles", e "hipersensibles". Esta clasificacidn se ve re-
forzada por el bhecho de gue un incremento de 0.6%C. o msyor en
la prueba, seg(n-la prescripcién oficial, se considera positi-
vo, y de que incrementos de 0.3% y o.4%C. contribuyen con fre-

cuencia a8 der resultasdos positivos, en pruebas reales.
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De cualguier modo, esta divisifn fieng la oportunidad
de probar ser bondadoss en el curso de los célculos.

En las tablas 3 y &4, en el apeéndice, se muestran -
las grecuencias absolutas y relativas, correspondientes a
cada uno de los intervelos, 8 lo largo de los meses del
afio. Con la frecuencia relativae de cadas intervalao, se
construyeron las gréficas 12 13 y 14, yregquecmuestran gue
la divisidn de las tres categorias propuestas reflejma, en rea-

lidad, wuna proporcidén sistemAtica de las respuestas.

Por otro lado, la distribucidn de las frecuencias relati-
vas de los 1intervalos de respuesta, nos proporciona una vi-
sitn sobre la parte de la poblacibén gue estd cantribu-

vendo a las variaciones periddicas de las respuestas.

Un incremento en la media de 1las respuestas de la pobla-
cidn puede deberse a dos situaciones: En la primera, una
proporcidn baja de la poblac®dr responde con incrementos muy
altos, hipersensihies, y en la segunda, wuna proporcidn
relativamente alta de la poblacidn, responde con incrementos
medios. Cada uno de estos eventos se ve reflejado de inme-

diato en la desviacidn estandard.cd

Al observar los datos de frecuencias relativas, veremos gue
en los meses "hajos", la frecuencia del intervalo de 0.25ca
'0.45, va de 20 a 39%, mientras gue en los meseé "altos", su
frecuencia oscila entre 33 y 46%.

Las frecuencias del intervalo de respuesta hipersensible

64




65

(de 0.5 en edelante), siguen este mismo petrén con cuatro

fases, pero son mucho més bajas.

El compoptamientdcde dos climax mostradeo por la curva de
medias, estd determinado,:, entonces, por una proporcifn re-
lativamente alta de la poblecifn respondiendo con incrementaos
medios, y una propurgién beja de la poblacidn respondiendo

con incrementos altos.

Este hecho explica también el comprtamiento de la desvia-
cién estandard, gue es més alta en los meses "altos" en doni
de las respuestas se alejan de la media, y més baja en los me-

ses "bajos", donde las respuestas se acercan a la media.

Existe, ademés, un instrumento estadistico gue puede de-
cirnos algo més acerca de la periodicidad en la variacién de
las respuestas. Este intrumento es la prueba de "ji cua-~
drada", ’{ 2, un indice de diferencia entre poblaciones vy
de relacidn entre dos factores, basado primordialmente en la
probabilidad de gue una respuesta se presenté en una pobla-

cidn.

El indice de ’¢2, entonces, se obtiene para apoyar una de
dos alternativas: Le primers, llamada hip6Gtesis nula, es:que
‘"no existe ninguna relacibn entre dos factores de una po-i

blacidn, es decir, que estos dos factores son 1lndependientes;

v la segunda, llamada hipdtesis alternativa, que estos daos

factores se comportan de forma dependiente en la poblacién.
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En nuestro caso, estos dos Facto}es serfan, por un ladg,
el incremento en la temperstura, y por el otro, el tiempo, en
un lapso de un afia. En los términos del {ndice de 2 la
hipbtesis nula es que no existe ninguna relacidn entre la res-

puesta vy la estacidn del afio, y la hipdtesis alternativa es

que si existe wuna relacidn.

Comparemos entonces, cuatroc partes de la poblacidn, una

por estacidn, para determinar si hay una diferencias sistemética
en las frecuencias de los tres intervalos de respuesta plan-
teados anteriormente. De no existir una relacidn sistemdti-
ca entre estos dos factores, las frecuencias deben distribuir-
se en forma asaroza a través de los cuatro intervalos de tiempo.
Si esta rélachHnuéxiste,!{las proporciones variarén sistemética-
mente a través de los cuatro intervalos de tiempo.

]
Para calcular el valor de 12, construimos una tabla de

contingencia, ‘"como la que se muestra en la figura 5, con las

frecuencias observadas de cada intervalo de incremento de tem-
peratura, en cada estacidn del afio; Le estacifn 1 corresponde
@& los meses de febrero, marzo y abril; mayo, fJunido y julio a

agosto, septiembre y octubre a 1la 3 y noviembre, diciembre vy

enero a la 4.
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Eon los datos de esta tabls calculamos las frecuencias
esperadas, con las que construimos otra tabla de contingen-
cia . A partir de estes dos tablss, obtenemos el valor de

"{ 2 mediante 1la férmula:

12 = o =)l

donde 0 &es la frecuencia observada en ceds intervalo de tempe-
ratura, en cada estacidn del afio, y E es la frecuencia espera-

da de ese mismo eventao.

El célculo para este indice se muestra en ls tabla 5 del

apéndice, y resulta ser de 10.397.

Este valor debe —compararse con el valor critico, obteni-
do de tablas especiales, como la gque se muestra en el apén-
dice como tabla 8. En nuestro ceso, para seis grados de
‘iibertad y con wuna confiabilidad del 90%, este valor es de
10.6.
£E1 valeor obtenido resulta estar cerca del valor critico,
lo gue nos indica une diferencia sistemética de estos cuatro

grupos.
Comparemos, ademis, con este mismeo indice, las dos pobla-

ciones de las estaciones altas, por un lado, y 1las dos de 1las
estaciones bajas, por otro. El cédlculo de estos valores se

muestra en la tabla 7 del apéndice. Los valores obtenidos




para 7(2 en estos dos célqu1055 gon:

a) 2~4 (Nov-dic-ene, mayo=-jun-jul) --l-.....'........_....._..12= 1.13

b) 1-3 (Feb-mar-abr, aga-sep-oCt) =~=--mca-mm—oecoea-o- X2= 0.56
El wvaelor critica AE xZ en este caso, para dos grados de

libertad, con una confiabilidad del 90%, es de 4.605. En ambos

casos, este valar es mucho més alto que el vaor obtenido,

lo gue nos indica una diferencia muy baja en la distribucidn

de las frecuencias de las respuestas, entre las dos poblaciones.

Si seguimos el mismo porcedimiento, caomparando poblaciones
contrariass, es decir, una alta y una haJja, individualmente,

obtenemos los siguientes valores pars )( 2:

4-2 (nov-dic-ene, feb-mar-abr) ~--cecemcomnccnnnmans x 2. L.32
. . : XZ

1-2 (feb-mar-abr, mayo-jun-Jjul) ---me=ecem-cmonecm e = 5.64

2-3 (may-jun-jul, ago-sep-0Ct) ~cecccmecmemcoammamannan ‘x2= 5.12

Asi, cuando se estan comparando las frecuencias de las res-
3 ) 3 " 2 3
puestas en estaciones "contrarias", los valores de obteni-

dos son més altos.

Estamos, entonces, en posicibn de concluir gque esta prime-
ra etapa nos proporciona evidencia de gue en la intensidad
de la respuesta térmica interviene, como un factor consis-

tente, la estacidn del afio.
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Sin embargo, hay'que tener presente que estos datos pro-
vienen de ocho conejos solamente. Tendriamos gue repetir es-
te experimento muchES'veces, de forma que llegéramos 8 te-
ner wuna muestra méas representativa, lo que resultarf{as un -
proceso muy costoso. §in embargo, la industria farmacéudica

puede proporcionarnos datos mucho més amplios.

SEGUNDA ETAPA:

Los productores de medicamentos parenterales son los prin-
cipales interesados en un trabajo de este tipo, porque repre-
senta un progreso en sus controles internos de cali&ad, que -~
en muchos casas invn&ucrén’ la prueba oficial en conejos parsa

la deteccifin de pirdgenos.

Varias de estas compafiias productoras de medicamentos nos -
permitieron analizar los datos de sus archivos. Entre ellas

estd la compafiia Cutter de México, S5.A.

El primer conjunto de datos gue analizarémas, de esta com-!
pafiia, proviene de una muestra de 553 conejos, que Fuéron in-
yectados "con una solucibn salina inocua, como parte de la pre-
prueba de seleccidn que se realiza rutinariamente en dla compa-

nia menciunada.

La diferencia entre esta etapa y la anterior, radica en
que, en la primera, ocho conejos fueron inyectados un ndmero
de veces 8 lo largo de un afo, mientras que ahora estaremos
analizando datos de 553 conejos que fueran inyectados upa so-

la vez, en 26 fechas del aho.
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Los datos de ests etapa se presentan en forma agruﬁada
en la tabla 9_del apendice de datos, en donde también se in-
cluye la media de los incrementos para cada fecha, con su
respectiva desviacibn estandard, .y las frecuencias absolu+

tas y relativas de cada incremento.

Con las frecuencias felativas, construimos el histograma
gue se muestra en la gréfica 14, y con las medias y las des-
viaciones estandard en cada fecha, construimos la grafica 15
que aparecen en la siguiente hoja.

A pesar de gue en esta etapa el comportamiento de la curva es me-
nos estable (tal vez porque tenemas més puntos), aln pueden diferenciar-
se los cuatro periodos o estaciones detectados en la primera etapa. Dos
estaciones @altas, de mediados de abril a fines de julio, y de mediados
de octubre a fin de enero, y dos estaciones bajas, de principios de fe-

brero a mediados de abril, y de principios de agosto a mediados de octubre.

Agrupamos, entonces, las respuestas en tres categorias, de la misma
forma gque lo hicimos en la etapa anterior: "hiposensible" de 0.0 & D.ZDE;
"media" de 0.3 a D.SDE.; y "Hipersensible", de U.GDC, en adelante, vy
calculamos las frecuencias absolutas y relativas de cada grupo, para
saber la proporcidn de la poblacidn gue interviene en la forma de la cur-
va de medias obtenida arriba.

Los Los valores obtenidos de estas frecuencias se muestran
en la tabla 10 del apéndiée de datos, y con ellos construimas

los histogramas que se presentan en las graficas 16, 17, y 18.
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en donde puede verse que en este ceso, los incrementos en --
las medias son debidos 8 incrementos en las dos cetegorias -
"baja" y "media", aln cuando la categoria "media" interviene
con mayor proporcitn, lo gue sigue apoyando la hipltesis de_
que ia variacifdn estacional en la intensidad de ls respuesta
febril alcanza a una proporcitn rglativamente .grande de la-
poblacidn..

Para asegurarnos de gue el efecto observado es estadisti
camente significativo, aplicamos, igual gue en la etapa anteg
rior, una prueba de/f,2 con la que comparamos las cuatro po-
blaciones indicadas en la grafica de medias. £l célculo del

valor de 1_2 se muestra en la tabla 11 del apéndice. El va-

lor critico de’ﬂ es el mismo que en la etpa anterior, para -

seis grados de libertad y una confiabilidad de 90% es de - -

10.6

El valor obtenido, 26.98, estéd muy por encima del valor_
criticu, lo gue nos indica una dependencia entre el incremen

to de temperatura y la estacibn del afio.

De la misma manera que en la etapa anterior, hacemos --
una comparacidn entre las poblaciones "altas", por un lado,y
las "bejas" por el otro. E1 chlculo de estos valores se ---
muestra en la tabla 12 del apéndice. Los valores obtenidos_
para son los siguientes:

8) f+«3 (nov.-dic.-ene., mayo-jun.-jul.) -===--= 7(2 = 2.112

M



b) 2-4(feb.-mar.-abr., ago.-sept.-oct.) ---- ’xz = 4.3

ve la misma forma qUE en la etapes anterior, estos valo-
res resultan estar muy por debajo del nivel critico, que es
de 44 para dos grados de confisbilidad, y una confiabilidad
de 90%, lo gue nos indica un altoc grado de humbgeneidad Bn-

tre las dos poblaciones comparadas.

Por otro lado, cuando comparamos poblaciones "contra---
rias" este Indice se presenta mucho més alto, el célculo -
de estos valores se presenta en la tabla 13 del apéndice, y

son los siguientes:

a) '-1 (Nov.-dic.-ene., feb.-mar.-abr.,) ------ K 2 - 11.89
3 . : 2
h) 2-3 (feb.-mar.-abr., mayo-jun.-jul.) ------ Z = 20.8
. X 2
c) 2~4 (mayo-jun.-jul., ago.-sept.-oct.)—-~=---~ i_ = 12.26

‘Estos valores se encuentran por encima del nivel criti-

% :
Co de’i lo que nos indica gue estamos tratando con poblacig
nes distintas  respecto del factor tiempo. En especial ca-
be observar que la diferencia mayor se presenta entre la es
tacidn "baja" de feb.-mar.-abr. y la estacidn "alta" de ma-

yo-jun.-jul.

Hasta ahora, entonces, hemos intentado demostrar que --

existe una variacifn en la intensidad de la respuesta térmi

ie]



ca con respecto a la estacidn del afio. Sin embargo, estos -
dos conjuntos de datos se obtuvieron, no en pruebas feales;
sino en pruehas en donde se inyectd solucidn salina inocua, -
es decir, que se sabe que-no contiene substancias pirogéni--

cas. Los resultados anteriormente expuestos, nos ilustran -

entonces, sobre una respuesta térmica no relaclonada.caon cendo-

76

toxinas, es-decipr, .con ‘la pirogenicided . de: la substancia inyec-

tada.=
La siguiente interrogante que nos planteamos es en qué -
medida esta variacibn podria influenciar los resultasdos de -

las pruebas reales.?

TERCERA ETAPA:
*
Todos los conejos gque fueron sometidos a la preprueba de
la etapa anterior, en donde se les inyectd solucidn salina -

inocua, y no resultaron ser hipersensibles, se usaron para -

pruebas reales, es decir, para probar lotes de medicamentos_

parenterales hemoderivados, y detectar contaminacidn endoté-

xica en ellos.

Los resultados obtenidos en estas pruebas, nos fueron --

proporcionados por la misma compafiia. Estos datos se mues--.

tran en forma agrupada en la tabla 14 del apéndice. En esta
tabla se égruparun los datos por incrementos de temperatura_

en cinco categorias:



a) de 0.0 a 0.2

b) de 0.3 a 0.5

c) de 0.6 a D.7

~d) de 0.8 & 0.9

e) de 1.0 en adelante,

y por meses del afin, respectn del feg&@® tiempo. La subdi-
visién de los incrementos més alld de 0.6°C. en tres interva
los ée hizo con el propésito de detectar frecuencias en nive
les de "respuesta pirogénica baja", "respuesta pirugénica me

dia" y "respuesta pirogénice alta".

Tambiér en:la . talila: M4 sa-muestrensnlasc fireguencias gbsgluss
tas y relativas totales de los diferentes intervalos de in--
cremento de temperatura, gque dan un total de 1,121 inyeccio-
nes en el afio. Ademés, se proporciona el nimero de inyeccip
nes por mes, y el incremento medio mostrado por los cone--

jos, por mes también.

En esta misma tabla se proporciona otre cuadro con las =~
frecuenciass relativas de cada uno de los intervalos de incre

mento de temperatura, por mes, & lo largo del afig.

Con estos datos construimos el histograma que se muestra

. -
g continuacion:

77
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Este histograma tiene una forma bastante semejante a
los construidos con las frecuencias de las poblaciones an-
teriores, excepto porgue presenta una frecuencia mayor en
incrementos altos, lo que es coherente con el hecho de gque

estos datos incluyen respuestas pirogénicas reales.

~

De agui que nos vemos forzados a considerar, en es-
te caso, el hacho de gue las respuestas pirogénicas pueden
deberse, por un lado, a una contaminacidn real de la solu-

cién, o, por otro, a una hipersensibilidad del conejo.

El primer factor, es decir, la contaminacifn real de
la solucifn que se estd probando, es un factor fuera. de
control, azarosa, para los términos de la prueba. Este
hecho se ve reflejado en la curva gue presentamos en la gré-
fica 20, construida con las medias de las respuestas por -
mes, a lo largoc de doce meses, y sus desviaciones estan-
dard.

Esta curva se nos presenta en una forma tal, gque el efec-
to detectado en las dos etapas anteripores, ha desaparecido
por completo, resultado de gue la pirogenicidad de la solucién
es un factor azaroso, gue se sobrepone al Facfur "estacional"

en los incrementos de temperatura.

En un intento para detectar una variacifn estacional en

esta etapa, trazamos las graficas 21-2b, con las frecuencias



cada intervalo de incremento; los datos pers estas gréficas

se muestran en la tabla 14 del apéndice de datos.

Sin embargo, en estas gréficas, tampoco nos es posible
detectar una variscidn estacional como la gQue se detectd en

etapas anteriores.

Debemos concluir, entonces, que con los datos de esta eta-
pa, nos ha sido imposible detectar en qué medide esta variacién
estacional en la intensidad de la respuesta térmica, influye en

los resultados de la prueba real.

5in embargo, esta etapa nos sirve‘para plantearnos una pro-
blémética gue se refiere en concreto a los datos, es decir,
para plantearnos iqué tipo de datos tendriamos que utilizar pa-
ra controlar, de alguna manera, el factor de pirogenicidad.
La posibilidad existe, ya que hay en el mercado soluciones
estandard de endotoxina, pero resulta estar fuera de nuestro
alcance, por su costo, y por el tiempo que requeriria obtener

l
|
|
este tipo de datos.
CUARTA ETAPA: '

Pero existe una posibilidad alternativa para cbtener ciertos datos

que podrian servirnos para los fines descritos arriba.

La situacién que nos proporciona esta posibilidad impli-
ca, en primer lugar, el control del medioc ambiente en el =~--

que se desarrollan los conejos, es decir, 1las condiciones



de control ambiental en el bioterio. Dentro de estas condi-
ciones podemos inclulr la temperstura ambientsl. la humedad_
relativa del ambiente, el fotuperiudn; la libertad de movi--

miento, el grado de encierrc del bioterio, etc.

La implicacién gque estaes condiciones tiemnen sobre los ob
jetivos del presente trabajo, son claras. La '"estacidn" del
affo es un concepto, de alguna manera.subjetivo, que pbdria -
definirse como la variacibn periddica sistembtica, de clertos

componentes del clima, a lo largo del afio.

En cierta medida, en un nivel més particular, lo que es-
tamos intentando probar.en este trabajo, es gue esta varia--
cibn periddica y sistemética del clima afecta a los seres vi
vos de forms que estos 'sdoptan"” o se adaptan & estos patro--
nes, respondiendo a ciertos estimulos de manera distinta en_
cada época o estacibn del afio, en este caso particular, es-

tamos considerando la respuesta térmica.

La interrogante gue nos estamos planteando en esta etaps,

. [ , N
es en consecuencia, qué sucede con la respuesta téermica de_
los conejos, cuando una poblacidn de estos se ve sujeta a un
cantrol de las condiciones ambientales tal, gue éstas dejan_

de mostrar una variacifn periddica a lo largo del afao.

La compafiia Hyland Laboratories,lnc., Travenol Division,



tiene en sus laboratorios de Los Angeles, California, un big
terio con una‘publacién muy grande de coﬁejns, en donde se -
controla muy estrictamente lass diversas condiciones en las -
que esta poblacidn de conejos se desarrolla.v En particular,
la temperatura del bioterio se mantiene en los 2011DC.,13 hu
medad relativa se mantiene en un nivel de 50t10%,‘e incluso_
el fotoperiodo es de 12 hrs.luz,12 oscurigad, a lo largo del
afio. Es decir, gue efectivamente, tenemos una poblacidn de
cone jos Que no estd sometida s las vafiaciones ambientales_

estacionales del afio.

Los cone jos de este bioterio se utilizan para detectar -
contaminacién endotbxica en lotes de medicamentos parenterg
les, producidos por la misma compafiia, es decir en pruebas -

reales.

La compafia mencionada, tiene dos filiales: Travenol,N.V.
en Bruselas, Bélgica, y Laboratorios Dr. Zapata,S.AR.,en Méxi
co, gue tienen sus propios bioterios, con sus condiciones --
pafticulares, y producen sus propios conejos, con los gque --
realizan sus pruebas de contaminacidn endotdxica. E1 hecho_
importante es gue en los tres lshoratorios se prueban los --
mismos lotes de medicamentos. De modo que tenemops tres ti--

pos de resultados, para cada lote.

€l bioterio de Travenol,N.V., en Bélgica, estd menos con

a3
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trolado que el de‘Lns Angeles. 5in embargo, se debe tener -
un control més o menos estricto de la temperatura, gue én es
te pals puede llegar a ser muy baja. E1 bioterio cuenta,por
esto, con un sistema de calefaccidn, pero no tiene un con---
trol muy riguroso sobre la temperatura ambiental en el biote

rig.

€1 bioterio de los leboratorios Or.lapata,en México, es_
el gue menos tilene control sobre las condiciones ambientales,
de los tres, tal vez debido al hecho de gue México tiene con
diciomes climéticas mucho menos adversas, y no se hace nece-

sario un control de la temperatura o de la humedad relativa.

En resumen, pues, tenemos un conjunto de datos reales, -
gue provienen de 1lotes de medicamentos parenterales proba-~-
dos en tres poblaciones de conejos gue se encuentran bajo -
condiciones ambientales distintas, y, en cierta medida, gra-

duadas.

Los datos obtenidos de esta manera, se muestran en la tg

~bla 15 del spéndice.

En estos datos se puede observar de inmediato una frecuen
de tempersturas bajas mucho m#s acentuada en el laboratorio -
de Los Angeles, que en los otros dos. Este efecto puede oh--
servarse mas claramente cuando construimos los histogramas --

respectivos 8 los tres grupos, que se muestran en seguidae,con

~
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el histograma general para los tres grupos.

En estos histogramas se representan las frecuencias de los
distintos incrementos de temperaturas obtenidos. Curiosamente, el
histograma gue proviene de los datos del laboratorio en México,
es el que mhs se asemeja & la distribucibn general de frecuencias.

Esto nos indica, de alguna manera, que la poblacidn de conejos en México a-
dopta wuna distribucién de frecuencias més "natural" que las otras dos. Por
otro lado, el histograma construido con los datos del laboratorio de Bélgica,
presenta wuna distribucién en donde el modo se ve desplazado méis hacia la me-
dia, es decir, en donde la frecuencia més alta se presenta en 0.1°C. de incre-
mento de temperatura.

Y, en tercer lugar, tenemos el histograma construido con los datos del labo-
ratorio de Los Angeles, en nonde el modo se ha visto fuertemente desplazado ha-.
cia la izauierda, con una frecuencia altisims en D.DDC. de incremento de tempe-
ratura, y con una casilla menos de ancho. Este efecto sobrepasa con mucho
nuestras predicciones y fué una gran sorpresa observarlo tan claramente; la im-
plicacién es obvia: estos conejos, gue se desarrollan bajo condiciones tan con-
troladas como las descritas para el laboratorio de Los Angeles, muestran en

cierta medida, una capacidad més haja de respuesta térmica.

Pera asegurarnos de que esta diferencia no es debida exclusi-

vamente al azar, sino que el medio ambiente en el que se

desarrollan los conejos es un factor gue influye consisten-

temente en las distintas poblaciones, comparamos los tres
2

grupos de datos por medio de la prueba de . El chAlculo de
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este valor se muestra en 1ls table 20 y es de 31.76. E1 valor
critico de 1? para B grados de libertad y 90% de confiabili-
dad es de 13.4. No hay duda, pues, de qQue existe una diferen
cia sistemética entre las tres pohlaciones. Cabe entonces, -
averiguar cual de estas tres poblsciones es la que estd con--
tribuyendo en mayor grado 8 esta gran diferencia. Para ello,
formamos tres pares de grupus.que comparamos con el indice de

2 .. , ). PR
1,, Héxico-Bélgica; México-Los Angeles, y Belgica-Los Angeles.

£l valor critico para'ﬂz, en los tres casos es el mismo, -~
para cuatro grados de libertad, con una confiabilidad de 90%,

el valor defiz es de 7.78.

El célculo de"ﬁ2 obtenido para estos tres velores se mues

tra en la tabla 21 y fue de:

Méxigp-Bélgicag -----=—-m=-mmmma——- ————— 12 = 2.81
México-Los Angeles ~=—---ccesocmmmaaaax #2 =17.82
Bélgica-Los Angeles -=--—=-—===-cceenu-- 12 =28.27

Ve estos valores se deduce que las poblaciones de México y -~-
bélgica, no presentan una diferencia sistemética significativa,
mientras gue la poblacibdn de Los Angeles es mucho muy distin-
ta. Lo gue nos confirma el postulsdo anterior de que la difg
rencia es debida & las distintas condiciones ambientales en -

las que se desarrollan los tres grupos de conejos.

Cabe aclarar gue estos datos no son todo lo representative



as

gque hubiesemos deseado, principalmente por ls irregularided -
de los periodos en que se reslizaron las pruebas,mientras gue
no se realiz6 ninguna pruebs en julio, se realizaron seis en_

mayo.

Sin embargo, intentaremos hacer uns interpretacidn, hasta
cierto punto, subjetiva, de los resultados una vez gue hemos

podido sejar sentada una bhaje capacidad en términos generales,

de los conejos de Los Angeles para responder térmicamente.

En primer lugar, de los 26 lotes probados, hay solamente_
un caso en el gue se puede afirmar con sequridad, que el lote
estaba contaminado con pirbgenos y éste es el lote 26, proba-

do en el mes de diciembre.

Al referirnos a los resultados correspondientes a este lp
te, veremos que, aun cuando la pirogenicidad de este lote es_ {
evidente, la respuesta febril de los conejos de Los Angeles -

fue mucho més baja gue la de los conzjos de los otros dos la-

hbnratorios. La media de las 25 respuestas obtenidas para es-
te lote,considerando los tres laboratorios en conjunto, y por
laboratorio, se muestra en la tabla 19, Jjunto con estos célcg

los para todos los lotes considerados en esta etapa, y las vg

rianzas para cada media.

Los valores obtenidos pars las medias saon:

México-Bélgica-Los Angeles ----~====- 0.63




MEXicE —=-mcmemomo- 0.63
BElgica -vm—=m==m=== 0.77
Los Angeles e ——— - 0.35

. 2 . .
Las varianzas (s ) para estas medias son las mas altas ob
tenidas de todos los lotes. Para la media de las tres pobla-
ciones es de 0.117, lo que corresponde & una desviacidn stan-

dard (s) de 0.342.

Este lote fue probado en diciembre, més guedd considerado
dentro de la época "alta" de invierna, en las etapas anterio-
res. Si los conejos de Los Angeles no estan sujetos a una va
riacifn estacionai, v los conejos de Bélgica y Méxioo si lo -
estén, podemos decir que la variacidn estacional contribuye -
aproximadamente con 0.2 a 0.3 C. en el incremento de tempera-
tura de la respuesta térmica, Que estd de acuerdo con las eta
pas anteriores, y con la desviacidn standard gue se presenta_
en este grupo de respuestas; aungue es necesario tener en ---
cuenta que este parédmetro resume también la variacidn indivi-

dual en la intensidad de la respuestsa.
Consideremos ahora el lote 8, probado a finales de sbril.
Este lote se probd en 19 conejos; 8 en Méxicao, 3 en Bélgica y

8 en Los Angeles.

En un principio, pareceria gue estos datos contradicen --

BS




nuestras proposiciones anteriores. E1 lote probd estar con--

taminado solo en México y en Los Angeles. Sin embargo, los
valores de las varianzas obtenidas, combinando los tres pa--

res de poblaciones que ya hemos combinado antes:

X 52 ) X 52
MéxicD ===-===== 0.33 0.022 Mex.-Bel. D.28 0.02.
Bélgica ---=--- 0.18 0.007 Mex.-L.A. 0.29  D.Dk.
Los Angeles 0.25 0.062 Bel.~-L.A. D.23 0.04°%

muestiran gque las varianzas siguen siendo mayores cuando se -
incluyen los resultados de Los Angeles, y menores cuando se_

compara a México con Bélgica.

La fecha en la gue se probd este lote, finales de abril,
también se encuentra dentro de el periodo "alto" de verano,-
descrito en las etapas anteriores. Incluso, en la segunda -
etapes, la media de los incrementos de temperatura, el 23 de_
abril, fue de 0.242 C. después de inyectar a8 14 conejos con_
solucién salina inoncua, es decir, no pirogénica. Hay que --
afadir a esto, el hecho de que las respuestas en general son
altas, pero no pirogénicas. €s decir, solamente 3 de los 19_
conejos respondieron por encima del nivel critico que han fi
jJado la mayor parte de las farmscopeias. Digamaos que un labg
ratorista se veris en serios problemas para aprobar o recha-

zar este 1lote.

Todos los demis lotes pasaron la prueba sin problemas im

plicando la inyeccibn de 227 conejos, sin contar los que se_

.90




usaron para probar los lotes 8 y 26. De estos 227 conejos, -
splamente cinco mostraron incrementos inopinedos de 0.5 C.o
mé;, Que representa el 2.2% de la poblacibn y gue puéde Ex-=
plicarse con la variacifn individual en la sensibilidad de -
los conejos, de la que hablamos al principioc de esta segunds

parte. Construimos, entonces, las gréaficas gue se muestran =

en la siguiente hoja, con las medias de los incrementos obte

nidos con los dos lotes problemfticas, descritos anteriormen

te,

Em la primera y segunds grafica, se muestra el comporta-
miento de las medias por mes, a lo largo del afio, para 105 -
datos de México y Bélgica, respectivamente, y en las gue se_
detectan las dos fases altas y las dos bajas, como sucedid -
en las dos primeras etapas; un hechao importante es que es--
tas fases no coinciden en las dos gr&ficas, lo gque interpre-
tamos como una demostracidn de gque este ritmo anual bifésico
en la intensidad de la respuesta, no viene fijado al naci---
miento, sino gque es producto de varisciones particulares en_
el medio ambiente, gque fTacilmente pueden no ser las mismas -

en México y en Bélgica.

La curva obtenida pesra los datos de Los Angeles, ilustrs

todavia més la poca capacidad de respueste de los conejos de

este laboratorio y la ausencia de una periodicidad en la in-

tensidad de esta respuesta. No creemos que este fenbomeno --
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Graficas 34 y 35: Medias de incrementos de temperatura por mes, combinando las
poblaciones de la cuarta etapa.




MEX

Grificas 31-33: Medias-
de incrementos de tem-
peratura por mes, en -
las tres poblaciones -
de la cuarta etapa.
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.comp ya dijimos antes.
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pueda dempstrarse més claramente. Les dos curvas gue siguen,
fueron construidas, la primera, con lpos datos de los tres la
borestorios en conjunto, y la segunde con los datos de los ls

boratorios de México y Bélgica en conjunto.

En primer lugar, se puede ver gue la inclusidn de los da
tos de Los Angeles, solo tiene el efecto de "bajar" la curva
un poco en el cuadrante. Por lo dembs, las dos curvas son -

muy semejantes.

En segundo lugar, se puede ver que, al combinarse los da
tos de México y Bélgica, el efecto de periodicidad se anula;

esto es debido 8l hecho de gue las fases no son sincrdnicas, i

DISCUSION.

En estas cuatro etapas de trabajo précticoy de gabinete,

los hechos . generales fueron:

1) La intensidad de la respuesta térmica en los grupos se --
comporta como una variable poblacional,cen una gran parte
de.la poblacién respondiendo con incrementos de D.D‘a 0.2
C. y una parte cada vez méds pequefia de la poblacidn respon

diendo con incrementos més altos.

2) Existe una variacifn en la intensidad de las respuesta tér-
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mica en un mismo individuo, a través del tiempo que esté

determinada, entre otros factores, por la estacidn del ' afio.

3) La variacion estacional en la intensided de la respuests tér-
mice es de aproximadamente 0.2 a 0.3°%.

L) Este efecto se ve anulado cusndo los conejos se ven sometid-

dos en su desarrollo, a condiciones ambientales en donde no

se permite una variacidn estacionsl.

Si nuestras observaciones son aceptables, cabria preguntar-
se cObmo es que la variacibdn peritdica de condiciones ambienta-
les, particularmente 1la temperatura, se traduce en una variacidn
perifdica en la intensidad de la respuesta térmice de los cone-

jos.

Es de notarse que los periodos altos, es decir, cuando los
conejos se comportan de manera, por asi decirlo, hipersensible,
cprrespponden més o ménos con el verano y el invierno del afia, vy
es claro gque en estas estaciones del afo, normalmente la tem-
peratura ambiental es menos favorabhle gue en primavera y en oto-
fio. Por lo tanto, en verano y en invierno, la maguinaria ter-

moreguladora de un aorganismo endotérmico, estd més activa.

Este hecho puede explicarse més claramente utilizando la teo-
ria del Nivel-Fijo, expuesta en la primera parte de este trabajo.
Consideremos que, cuanda 1la temperatura ambiental coincide o
estd cercana a la temperatura del Nivel-Fijo, el organismp-no:tie-
ne que realizar gran esfuerzo para controlar su temperatura cor-
poral vy las oscilaciones de la temperatura corporal son muy pe-
quefias y amplias. Mientras méAs se aleja la temperatura am-

biental de 1la del Nivel-Fijo, mayor es la longitud de 1las oscila-



ciones de la temperaturs corporal, y menor su amplitud.

En la figura se muestra esquemédticamente este fendmeno, es

decir, cémo las oscilaciones de temperatura son

inviarno y en verana, que en primavera vy en otofo.
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Este fendmeno puede muy bien explicar el hecho de gue el conejo
esté més "dispuesto" & responder més intensamente en Verano y -
en Invierno, que en Primavera y Otofio. Incluso el efecto esta-

cional es mayor en Verano, comp se demostrd en las dos primeras

etapas, ya que el organismo, aparte de tener su mecanismo termog
regqulador activo, este se encuentra intentando bajar la tempera
tura, gue es alta en el ambiente. Podemos decir incluso, gue -
los conejos que viven en el hicterio del laboratorio de Los An-
geles, viven en una especie de Primavera eterna y perfecta, y_
por lo tanto, su disposicifn para respander térmicamente se ha__
visto muy reducida..Como estén implicados estos juicios caon la_

practica oficial paras la deteccidn de pirbgenos?.

Es un hecho gue la prueba, tal y como se prescribe,es una_
prueba de tipo bislbgico, cuﬁ todas las desventajas gue esto rg

presenta.

Las compafiias farmacéuticas y las farmacopeias se han es--
forzado mucho para standarizar el protocolo de forma que se cofn
trole el mayor nimero de variables: el alimento, la dosis, el_
peso, el sexo, la hora del dia, las visitas, la temperatura,y -
la humedad durante la prueba, etc. 5in embargo, cabe preguntar
se si un control tanm estricto de las condiciones del medio am--
biente, como el gue se realiza en el bioterio de Los Angeles,no
serfd més bien contraproducente, ya gue, de alguna manera, redu-

ce la capacidad de respuesta de los conejos. Por otro lado, de
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Tendriamgs Que recapacitar mucha, también, sobre el heghp

de gue 1g RPrueba tiene 1g misma validez, agn tuando se reglj-

en pl ambiente.
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TABLA 1

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRIMERA ETAPA
EXPRESADOS EN INCREMENTD DE TEMPERATURA (DC) POR FECHA,POR CONEJD

[Fecwa 1 2 3 4 5 6 7 5 |
£ 11 0.25 D0.35
12 0.15 0.10 0.25
N 15 0.10
17 0.05 0.30
3 18 0.30 0.10 0.10
26 0.10 0.10
R 29 0.35 ,0.10
30 0.05 :
0 31 0.20 0.15
6.7 s c el 1 l\i‘, Ve e BEES
F 3 0.05
13 0.25
E 14 o.25 0.20
22 0.05 0.15 0.5 .25 0.25 0.05 0.15
B 27 . 0.05
0-0¢ e L V05 ) 08" Ky
M 1 D.15 0.20
2 0.170 0.05 0.30 p.1p 0.10 D.25
Th 0.20 0.10 0.20
15 0.35
A 19 0.10 D0.15 0.15
28 0.05 - 0.15
29 0.10 0.05 0.40 0.20 0.35
R | 30 0.10
__0.p Crh Voot i WD NS A 316,
i 5 ' 0.15 0.25
A & 0.25 0.20 0.05
10 0.15 . 0.25
B 11 0.15
20
24 0.05 0.10 0.25%
R 25 0.35 0.10 0.10 D.30
c.lo o, tf S 125 0 LAY 15 135 e
3 i 0.05
Mo 7 0.15
! 8 0.35 0.15 D.25 0.25
‘ 9 0.05 0.35
18 0.170 0.25 0.10 D0.25
A 19 0.15 0.25 0.25
20 0.35
23 0.20 0. 30 p.05 0.35 D0.15 0.35 0.35
26 0.15 *© 0.15
v 28 0.15 0. 10 0.15 0.40 0.30
31 0.40 0,15 0.10 0.05 1
i S-S e 10 B3 e 2352y



C 0 N 3 o
ECHAI 1 2 3 l 5 6 Y 81
7 0.25 0.0 0.10 ]
3 10 0,25
L 0.35
5 0.35 0.30 0.15
6 D.25
g 0.20 0.05 0.15 0.15 0.05
11 0.05 0.25 0.05
18 D.35 8.20 0.05 0.20 0.25
19 0.45 B.65 0.35
23 0.10 0.15 06.20 0.30
25 0.15 0.10 0.10
26 0.05
27 0.05 0.25
29 0.40 0.10 0.25
"1 12?6 ,’Zg ! ‘5 ‘\’L \,}J ‘\Q\ \’}“
2 0.35
5 0.30 0.40 .05 0.40
6 0.55 0.05 0.35
3 0.15 0.35
11 0.10
12 0.15 0.20 0.10
18 10 0.15 0.15 0.10
21 0.15
23 0.25 0.15 0.35 0.20
24 0.20 0.25 0.25
25 0. 10
26 0.05 0.40 0.55
27 0.05 0.05 0.05
71 .30
b . 2] , b-‘ ) “»] ‘0%63 ‘\ ‘?)L,’)f "5&9
7 0.45 0.30 0.20 0.0 0.25 0.25
3 0.10
3 0.0 0.40 0.05 0.15
9 0.35 0.05
8 0.05
9 0.05
10 B.35 0.25
15 0.30 0.10
16 0.20 0.15
21 0.15 0.15 0.30
22 0.5 0.15 0.5 0.30
23 0.15
28 0.30
31 0.15 0.25 0.20
N N N R G
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C 0 ! E J
[Frcrpal 1 2 3 4 5 6 7 8 |
3 0.15 0.15
5 b 0.20
5 0.05
7 0.10 D0.15 0.35 0.05 0.20
13 0.05
14 0.15 0.20 0.10 D0.15
E § 17 0.15 0.25 0.10
19 0.05 0.10 0.05 0.00 D.10
20 0.05 0.05 0.15
26 0.20
P 1 27 0.05 0.20 0.30 0.25 0.20 0.05_0.30
AN N A\ a3 s LB S
0 5 0.15 0.20 0.25 0.20 0.20
8 0.20 0.20 0.05
15 0.25
c | 16 0.40 0.20 0.20
18 0.05 0.20 0.15 D.30
24 0.30 0.15 0.55 0.05 0.15 D0.05 0.55 0.15
; |29 0.20
30 0.10_0.15 0.15__0.15 - 0.30
N N N T A T
7 .15
N 2 0.20 0.25
3 0.10
5 0.10 0.20
7 0.15 0.25 D0.15
8 D.30 0.40 0.20 0.25
) | 13 0.80 0.30  D0.10 0.10 0.30
14 0.10 0.10
15 0.40
23 0.05 0.35 0.05 0.10 0.25 D0.25 0.30
28 0.15
v | 29 0.15 0.50 0.05 0.25 0.50 0.30
30 0.15 .
NN VR MY 29 0%
D 1 0.20
3 0.35 0.20
4 0.10 0.40
5 0.25
6 0.25
7 0.25 D0.40 0.05 0.15 0.20
1 8 0.10
10 : 0.05
13 0.35 0.30 0.20 0.10 1.00 0.25
19 0.20 0.25 0.10 0.10 0.40 0.25
c | 28 0.10 0.05 0.15 D.25
a8 n -
N AL C R
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ENE FEB MAR ABR MAY JUN- JUL AGb SEP OCT NOV DIC F.A. F.R,

=R O O O O O O O O O O O O O O

.00 1 1
L0 2 4 3 2 4 7 6 4 9 4 3 3 51
.10 7 7 4 4 7 5 4 5 1 7 6 57
.15 2 4 4 9 5 6 9 7 8 6 2 65
.20 1 4 1 1 4 3 3 6 9 3 5 4
.25 2 1 3 6 6 3 4 2 2 6 71 46
.30 2 i 1 2 2 2 5 2 3 5 1 2
.35 2 2 1 6 6 4 2 1 1 2 2
.40 1 2 2 3 1 1 2 3 14
.45 1 2
.50 | 2 2
.55 : 2 2 4
.65 1 1
.80 ' 1 1
.00 1 1
n 18 12 23 16 34 39 34 33 33 30 36 30 338

X .172 .154 .169 .175 .210 .203 .216 .200 .140 .200 .230 .233 .197
.098 .082 .098 .086 .108 .131 .140 .104 .085 .120 .151..176 .125

TABIA 2

RESULTADOS [E LA PRIMERA ETAPA, AGRUPADOS POR MES.
FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y REIATIVAS DE CADA INCREMENTO DE TEMPERATURA

X Y s POR MES Y TOTALES.



TABIA 3
FRECUENCIAS ABSOLUTAS DE INTERVALOS DE INCREMENTO DE TEMPERATURA
PRIMERA ETAPA

ENE | FEB [ MAR | ABR |MAY [JUN [JUL [AcO | SEP [ocT [Nov [DIC |Total
0.0-0.2| 12| 8] 18l 12} 18] 231 2] 2| 28] 22| 19| 16 215
0.25-0.45; 4| 4| 5! 6l as! 15! ) 130 5| 6! 14| 12] 114
0.5-1.0 !
n 18| 121 23 1

34| 391 34| 331 33] 30| 36| 30| 338

(=)

I
1
f
H
i

TABIA 4
FRECUENCIAS RELATIVAS DE INTERVALOS DE INCREMENTO DE TEMPERATURA
PRIMERA ETAPA

ENE |FEB | MAR ! ABR l MAY | JUN {JUL [ ACO | SEP { OCT | NOV | DIC
0.0-0.2| 66 | 66 | 78 (68| 52| 58] 58| 60| 86| 73| 53| 53
0.25-0.45| 33 | 33 | 21 | 31| 47| 38| 35| 39| 15| 20| 38] 43
0.5-1.0| | L 2| 5 6l 8l 3
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TABLA 5
CALCULO DE X* PARA COMPARAR LAS CUATRO SUB-POBLACIONES DE LA
PRIMERA ETAPA

0.0 -0.2 37 |61 |70 | 474215 0.0 - 0.2132.4 68,0 61.0 53.4
0.25-0.45 {15 |43 {24 | 321114 0.25-0.45)17.2 36.0 32.3 28.3
0.5-1.040 3 2 4 9 0.5 - 1.0} 1.3 2.8 2.5 2,2

52 1107 | 96 | 83338

0 E OE (0-E) 2 (0-E) 2/E
0.0 - 0.2 |37 32.44 4.56 20.79 0.640
0.0 - 0.2 |61 68.06 | ~7.06 49.84 0.732
0.0 - 0.2 {70 61.06 8.94 79.92 1.308
0.0 - 0.2 |47 53.46 | -6.43 41.34 0.773
0.25-0.45 |15 17.20 { -3.20 10. 24 0.595
0.25-0.45 | 43 36.08 6.92 47.88 1.327
0.25-0.45 | 24 32.37 | 8.37 70.05 2.154
0.25-0.45 | 32 28.33 1.67 2.78 0.769
0.5 - 1.0| © 1.35 | -1.35 1.84 1.356
0.5 - 1.0| 3 2.84 0.15 0.02 0.007
0.5 - 1.0} 2 2.55 | -0.55 0.30 0.120
0.5 - 1.0 4 2.23 1.14 1.37 0.616

2
//{ = 10.397 ,




) TABLA 6
CALGULO DE /<L PARA POBLACIONES "CONTRARIAS" O CONTIGUAS DE L7 PRIMERA ETAPA

1 2 1 2 213 2 3 G K] 4
0.0 - 0,2 37 61‘ 94 3l.6 | 66,3{0.,0 - 8,21 61 170 {131 160.0 [ 61.9] 0.0 - 0.2| 70 |47 | 117 |62.4 | 54.6
0.25-0.45| 15 | 43 |57 18.3 | 38.6/0.25-0.45| 43 |24 | 67 |35.3131.6] 0.25-0.45| 24 | 33 57 {30.4 | 26.6

0.50-1.0 0 313 , 0.9 2.0 0,50-1.0 3] 2 5 2,6 | 2.3 0,50-1,0 | 2} 4 6 | 3.2 2.8
52 1107 | 159 107 196 |203 96 {83 | 179

—— o ——— -
- e me - -

"0 E  (0-B) (0-B)2(0-B)YE o E oE (oBioBiE 0 B OE (0B%08E

0.0 - 0.2|37 (31.6 | 5.3 [28.8]0.911}{0,0-0.2 [62 [69.0 [-8.0 [64.610.936{0.0 -0.2 47 |52.2 [-5.2 [ 27.6 [0.529

0.0 - 0,2|6l {66.3 |=5.3 }28.7 (0.532410.0-0,2 170 {61,9 } 8.1 }65.6 ;1.059440,0 - 0,2 37 131.7 | 5.2]17.7 |0.875

- 0.25-0,45{15 j18.3 }-4.3 119.2 ) 1,047/ 0.25-0.45 43 ) 35.3 } 7.7 19,2 }1.67910.25-0.45 55 | 29.2 | 3.7 | 14.1 0.483
0.25-0.45{43 |38.6 | 4.4 |19.3 | 0.501 ]| 0.25-0.45124 | 31.6 [-7.6 | 58.9 |1.86110.25-0.45 14 | 17.7 [-3.7 | 13.6 [0.773
0.5-1,0_} 0| 0.9 |-0.9 | _0.910.968)| 0,5-1,0 | 3| 2.6 ] 0,72]0.130.052[10.50-1.0 4| 2.4 | 1.5/ 2.3 [0.931
0.5-1,0_| 3] 2.0/0.9 | 0.9]0.463] 0,5-1,0 | 2| 2.3]-0.3[0.22]0.052[0.50-1.0 0| 1.5 |~1.5| 2.3 {1,529

4.2 5601 5.120

i !
| |
| |
) ‘ , [
| [

|
; [




TABLA 7

CALCULO DE Y “COMPARANDO DOS POBLACIONES "ALTERNAS" O SEMEJANTES DE LA
PRIMERA ETAPA

1] 3 1 3 1| 3 1 3
0.0 - 0.2 37 |70 |107 B37.1 |69.8 0.0-0,2]61 |47 1108 |60.5 [47.4
0.25-0.45 |15 |24 |38  h3.1 |24.8 0.25-0,45 | 43 | 32 | 76 laz.s  [33.4
0.5 -2.0]0 | 2 |2 0.6 | 1.3 0.5 -1.00 3 | a| 7 3.9 | 3.0
52 |9 148 107 | 83 | 190
0 E (0 (0-B% (0-B)%/E o | B (0B ©OR?: (onk
0.0 - 0.2°137 | 37.1 |-0.12 ] 0.014 |0,0003 | 0.0 - 0.2 |61 | 60.5 ] 0.5 | 0.25 ] 0.004
0.0 - 0.2 |70 | 9.8 | 0.13 | 0.016 |0.0002 | 0.0 - 0.2 |47 _| 47.4 |-0.4 | 0.16_| 0.003
0.25-0.45 15 | 13.1 | 0.82° 0.672 10,0510 | 0.25-0,45 143 | 42.5 | 0.5 | 0,25 | 0,005
0.25-0.45 |24 | 24.8 |-0.80 ] 0.640 [0,0260 | 0.25-0.45| 32 | 33.4 |-0.6 | 0.36 | 0.010
0.5 = 1,0 | 0 0.6_|-0.601] 0,470 10.6810 | 0.5 = 1.0] 3 3.9 1-0,9 | 0.84 | 0.210
0.5 - 1.0 |2 1.3 | 0.70] 0.490 |0.3760 | 0.5 - 1.0} 4 3.0 | 1.0 | 1.0 0,320
0.562

1.134
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TABLA 8

Vaiores crificos de la distribucién x*

PRl

0

Las entradas de la tzbla son los valores criticos de ji cuadrada para
bs cuales el area a la derecha de Ja curva es igual a a.

pt | oess { 0850 | o097 ! osso | osvo Towo 0.050 ' 0025 | 0.010 | 0005
- . ' i

11 000D0393| 0000157, 0000882 000383] 00158 3ge | s02 6.64 7.88
21 omoo 0.0201 1 0.0506 04103 0.211 600 738 821 | 106

3| oom 0115 ! 0216 0.352 0584 7821 935§ 114 12.9
2] o207 0297 | o484 o7 1.0636 850 ¢ 114 133 14.9
8l oan2 0554 | 083 115 161 " 128 15.1 16.8
16 0676 0872 | 124 164 220 126 145 16.8 186
171 o08% 124 | 168 217 283 141 160 18.5 203
8l 134 165 218 2.73 348 155 175 201 220
9| 1m 208 | 270 333 417 17.0 190 | 217 236
101 216 256 | 328 394 487 183 205 23.2 25.2
1M | 260 305 | 382 458 558 197 219 24.7 26.8
12] 307 357 i 440 523 6 30 210 233 26.2 283
a3 | 3s an Y 590 704 224 247 27.7 29.8
ha | 4 : 468 | 563 §57 778 237 | 261 231 313
1151 460 | 523 6.26 7.26 855 25.0 278 30.6 328
e | 514 | se 6.9) 796 931 26.3 2839 32.0 343
171 570 I 64 7.56 867 01 27.6 30.2 334 357
16 | 626 | 100 823 939 109 260 288 | 315 | 348 37.2
19 [ 684 763 | 891 101 1n7 21.2 301 a2 36.2 386
20 | 743 8.26 . s 108 124 284 3.4 342 37.6 40.0
iz1 | 803 850 103 1.6 132 298 327 355 | 39.0 a4
j22 | B64 954 10 123 14.0 308 339 368 | 40.3 428
!23 9.26 102 1Mo 13 149 320 35.2 381 41.6 44.2
124 | 989 109 124 139 157 332 364 394 430 45.6
25 1 105 s 131 e BTN 344 317 407 | 443 46.9
126 | 112 122 113e 154 1173 356 | 389 a9 456 48.3
27 L s | 129 1146 16.2 e [T l 401 432 470 48.7
28 | 125 1136 153 {169 nse 379 | 413 445 | 483 51.0
28 { 130 4 143 i16 17 198 3% 426 457 49.6 523
30 | 138 1150 ¥ 185 206 403 438 470 | 509 537
40 | 20 1222 ey 265 291 518 558 £9.3 63.7 €6.8
50 | 280 {297 fara 348 377 632 675 74 6.2 795
60 | 355 t 375 {4058 432 46.5 744 791 833 | 884 92.0
i70 | 433 454 G S1E 553§ BEE | 505 950 1000 |1080
80 | 512 53¢ 872 604 643 1 S6€ 11020 (1070 {1120 {1160
90 | 582 | 618 1557 691 733 1080 11130 [1180 |1240 |1280
00 | 67.3 { 101 1742 174 {624 11140 [1240 1300 [1360 |[1400

Adaptada de la obra de E. S. Pearon y H. O. Hartley, Biometrika Tables for
Statisticians, vol. 1 (1962), pags. 130-131 Se reinprime con la autorizacién de
Jos Biometrika Trusices.




FECHA
15-XT
23-XT
10-XIT
7-1
29-T
1-11
17-11
11-ITT
28-II1
19-1v
23-1v
10-v
28-v
1-v1
18-vI
21-vI
30-vI
19-VII
27-VII
17-VIII
23-VIII
1-1X
12-1X
28-1X
15-%
18-X
F.A.
F.R.

0.0
10
13

10

=
o

U O B U Ul = Oy 1

0.1

W & O s U R W W W NN R U R WO O, e N e

109
19

0.2 0.3
6 5
6 2
4 2
5 4
4 4
5 4
4
1 1
4 2
3 1
1 2

.9 4
4 2
2 3
7 5
7 3
1 5
3 3
6
2 5
3 2
4
4
7
2
2

106 68

19 12
TABIA 9

0.4

34

N B R B RENNRB W

0.5

[y

17

P e e W

0.6

14

0.7

[=o]

0.8 n

29
28

1 28

22
2
23
30
11
30
14

2 14

29
14
15
30

1 21

14
13
29
27

15

30
15
16
5 533

X
0.162

0.157
0.207
0.140
0.219
0.186
0.075
0.1.35
0.063
0.200
0.242
0.168
0.271
0.140
0.283
0.223
0.257
0.153
0.165
0.14¢
0.160
0.153
0.103
0.153
0.160
0.106
0.167

RESULTADOS AGRUPADOS EN FRECUENCI2AS ABSOLUTAS DE INCREMENTOS DE
TEMPERATURA, POR FECHA DE PRUFRA, EN IA SEGUNDA ETAPA.
FRECUENCIAS REIATIVAS DE LOS TNCREMENTOS DE TEMPERATURA, X Y s

.144
.181
.243
.122
.203
.132
.106
.174
.094
.130
.269
.141
.148
.130
.207
.187
.187
<131
.225
.168
.135
.145
.063
. 164
.173
.129
.179




TABRLA 10

FRECUENCIAS ABSOIUTAS Y RELATIVAS D' T0S INTERVAIOS DE INCREMENTO DE TEMPERATURA
POR FECHA DI PRUEBA.
(SEGUNDA ETAPA) .

15 [23 (20 | 7 (24 [ 117 Ta1 {28 {19 [23 20 28 | 1 |18 |21 |30 {19 |27 [17 |23 | 1 |20 |28 |15 {18 fota
Nov|Nov| Dic| Ene| Ene| Feb| Feb| Mar | Mar| Abr ' Abr | May [May | Jun| Jun{ Jun|Jun{Jul| Jull Agol Agol Sep [Sep |Sep fOct| Octl
0.0-0.2 20 |21 |20 {17 115 |16 128 | 8 {28 112 | 8 {23 | 7 {11 |15 14 | 6 | 9 124 119 111 |13 |15 23 )11 [13] 407
0.3-0.5 o6l 3, 5lol7lay3i2lafalsizlalwlel7lals]l71a]l2]loles 3] 119 |
0.6-0.8 1§ 5 | 2 1 AR 51101 4] 1 1 1 27
26 |28 128 |22 |26 |23 130 [11 30114 [14 |29 |14 |15 30|22 {24 13 {20 127 {1515 {15 {30_j15 |16 | 553
15 |23 [10 | 7 (24 | 1 {17 {11 [28 |19 {23 {10 {28 |1 |18 {21 {30 |19 }27 |17 {23} 1 |20 [28 |15 |18
NoviNov| Dic |Ene |Ene |Feb [Feb | Feb |Mar| abr | Abr: [May |May Joun | Jun| gun| Jun| Jul Ll | Age | ago; sep gen [sep Yoct] oct
0.0-0.2 169 |75 171 {77 158 {70 193 {73 |93 [86 [57 179 [50_ 173 |50 |67 |43 |69 [83 [70 173 |87 l100|77 (73 |81
0.3-0.5 _ |31 121 |11 123 I35 [30 |4 l28 |7 |14 129 |17 |s0 j27 133 {19 130 |31 | 3 |26 |27 | 6 20 |20 |19
0.6-0.8 4.]18 8 4 la_| 4 174 51 7 14 |4 7 303




CALCULO DE

TABIA 11

]il;

SEGUNDA ETAPA

PARA LAS CUATRO PCBLACIONES DE IA

1 2 4 1 2 3 4

0.0-0.2 109 76 93 129 46;— 0.0-0.2 | 114.8 | 62.5 !110.4} 119.2

0.3-0.5 | 33| 8 |47 | 25|19 0.3-0.5] 33.6] 18.3 | 32.2] 34.9

0.6-0.8 8 1 10 8 27 0.6-0.8 7.5 4.1 7.3 7.9

156 85 150 162
0 B (OE) (B2  (0B%E

0.0-0.2 109 114.81 -5.81 33.75 0.29
0.0-0.2 76 62.55 13.45 180.9 2.89
0.0-0.2 93 110.39 | -17.39 302.41 2.73
0.0-0.2 129 119.22 9,78 95.64 0.80
0.3-0.5 39 33.55 5.45 29.70 0, 88
0.3-0.5 8 18 29 —10‘90_.~ 118.81 6.49
0.3-0.5 47 32,27 14.73 216.97 6.73
0.3-0.5 25 34.86 -9.86 97.21 2.78
0.6-0.8 7.53 | 0.47 | 0.22 0.02
0.6-0.8 1 4,15 —3:%§> 9.9%~_ 2.39
0.6-0.8- 10 7.32 2.§§ 7.l§__ 0.98
0.6-0.8 8 7.9 0.10 0.01 0.00
L_ 2(.98




TABLA 12

e
CALCULO DE X PARA POBLACIONZS ALTERNAS O SEMEJANTES. (SEGUNDA ETAPA) .

1 3 1103 ] 2 4 2 4
0.0-0.2 |109 | 93 |202 [102.9 = 99.0 | 0.0-0.2 | 76 | 129 | 205 70.5{134.4
0.3-0.5 |39 |47 | 86 | 43.8 | 42,15 0.3-0.51 8 | 251 33 11.3| 21.6
0.6-0.8 | 8 |10 | 18 9.1 | 8.8 0.6-0.8| 1 8| 9 3.0/ 5.9

156 1150 | 306 85 |162| 247

o E OE (OB (RN 0 E  O0E (0-B)° (0-B) %4
0.0-0.2 | 109] 102.9] 6.02 | 36.24 | 0.351 0.0-0.2 76 | 70.5 | 5.46| 29.8 |0.422
0.0-0.2 | 93| 99.0|-6.01 |36.12 | 0.364 0.0-0.2 | 129 | 134.4 |-5.45] 29.7 [0.220
0.3-0.5 '39 43,8 —4.84~ 23.42 0.534 0.3-0.5 8 11.351-3.35] 11.2 0.988
0.3-0.5 47 42.141 4.85 | 23.52 0.558 0.3-0.5 25 21.64f 3.36/ 11.2 0.521
0:6-0.8 8 9,11-1.17 1.36 0.148 0.6-0.8 1 3.09] -2.09 4.3 1.413
0.6-0.8 | 10 | 8.8 1.18] 1.39 | 0.157" 0.6-0.8 8| 5.0 2.11 4.4 |0.747

Vi re 4311



TABLA 13

P'fl
CALCULC DE "A PARA LAS TRES PORIACTONES "CONTIGUAS" O CONTRARIAS DE LA PRIMERA ETAPA

1 2 1 2 21 3 P 3 314 3 4

0.0-0.2 J109| 76 185 [119.7 |65.2{ 0.0-0.2 {76 {93} 169 |61.1]107.8] 0.0-0.2{93 [126 222 {106.7] 115.2

0.3-0.5 | 39| B | 47 30.4 |16.5] 0.3-0.5 | 8| 47]| 55 19.8] 35,1} 0.3-0.5/47 | 25| 72.| 34.6] 37.3

|
0.6-0.8 8] 1 9 5.8 3.1 0.6-0.8; 1] 10| 11 3.91 7.0 0.6-0.8110 8] 18 8.6 9.3

156I 85 (241 '85 150] 235 150 |162 { 312
0 |E O-E (O—E)z(O—E)?/E 0 E 0O-E (O~E)2(O—E)2/E 0 E O-E (O—E)Z(O—E)Z/E

1,0-0.2 {109 119,7|-10.7]|115.5 0.965 0.0-0.2 |76 61.1] 14.8 {221.43.62] 0.0-0.2 |93 106.71-13.7 [188,5 |L. 76
.0-0.2 76 | 65.2] 10.7(115.7 |1.774 0.0-0.2 |93 [107.8 |-24.8 {221.1|2.04] 0.0-0.2 [129]125.2] 13.7 [168.7 1. 63
.3-0.5 39 30.4| 8,5 73.61i2.4200 0,3-0.5 | 8] 19.8|-11.9 |141.6|7.10f 0,3-0.5 47| 34.6] 12,2 [151.0 |4.36
.3-0.5 8| 16.5(-8.5 | 73.614.4220 0,2-0.5 47| 35.1| 11.9 |141.6{4.03] 0.3-0.5 25| 37.3|-12.3/153.2 4.1
.6-0.8 8| 5.8/ 2.18 4.7{0.81d 0.6~0.9 fﬂif 3.9( -2.9 8.7/2.20{ 0.6-0.8 10} 8.6] 1.3] 1.8[0.2

6-0.8 1§ 3.11-2,17 4.7}1.48i 0.6~0.8 510 7.0 2.9 8.81.26] 0.6-0.8 8f 9.3 ~L.3] 1.7 [0.19

11,89 : 20,28 12.26
- _zwmvr




TABLA 14
FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y RELATIVAS TOTALES Y POR MES, POR INTERVAIO DE INCREMENTO.
TERCERA ETAPA,

ENE | FEB | MAR ! ABR | MaY | JUN | JUL | aco |sep | oor {nov | bic | Total] Frec. Rel

0.0-0.2] 36 (100| 33| 59! 72| 87| 32| 64| 53| 35| 72| 36| 688 61.3
0.3-0.5| 13| 17 24 { 17| 11| 21| 25| 14| 21| 19| 24| 17| 213 19.0
0.6<0.7| 9| 8| 2" si 6| 2| 10] 10| 6| 20 5| 5| 88 7.8
0.8-0.9 3{ of 5° 1| 8| 4y 3| 2| 8] 11| 2| 4] s1 4.5
1.0-—] 8] 5] 7 92 1| s{ 8l 13 70 10| 2y 3| 81 7.2,

n 69 1139 | 61 94 | o8 |119 | 78 103|_95 | 95 |105 | 65 |1121

X 0.36] 0,20 0.34.0.30 0.22/0.22 0.38}0.32/0.32 0.44 0.22]0.30

ENE |IFEB {MAR { ABR | MAY | JUN | JUL j AGO | SEP | OCT | NOV | DIC

0.0-0.2 |52.1]78,4 |54.0§ 62.7| 73.4| 73.11{ 41.0f 62,1 55.7{ 36.8{ 68.5] 55.3

0.3-0.5{18.8 (12,2 {22.,9{ 18,0} 11.2} 17.6} 32.0] 13.5] 22.1} 20.0} 22.8| 26.1

0.6-0.7 113.0{ 5.7 3.2f 5.3] 6.1{ 1.6} 12, 9.71 4.7{2L.0f 4.7{ 7.6

o {0 1O 1O

0.8-0.9 | 4.3 | 0.0 8,11 1.0] 8.1] 3.3] 3. 1.9] 8.4 11.5] 1,9] 6.1

1.0-———111.5] 3.5 ll.4i 12,71 1.0l 4.2{10.2] 12,61 7,310,501 1,9]| 4.4
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TABLA 16

FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y RETATTIVAS DE INCREMENTOS DE
TEMPERATURA, POR MES, DE 1OS TRES™ LABORATORIOS DES
CRITOS EN LA“CUARTA ETAPA.

MEXICO

FMAMJAS ON D F.Abs.F. Rel.
0.0 1] 4] 6] 3 5|12 24 | 24.7
9.1 450 112y 2) 17 117.5
0.2 2l 1l sl 4|22 1l2]2 2| 23 |23,7
0.3 f1l3j2]2)1y 5|11l 1| 19 |19.5
0.4 HEHEREREI AN
0.5 d2 Lt bt 2 1 2.0
0.6 1 2] 3 3.0
0.7 2 2 2.0
0.8 14 i 1| 1 | 10
1.1 2| 2 2.0

97
BELGICA

0.0 1 il 2 2.3
0.1 2 4l RRPRRPRI2 24 28.5
0.2 13 LB R B2 31 36.9
0.3 SN VAN C 200 TN NN TR O R S N -2 O 14.2
0.4 2 R il |1 7 8.33
0.5 il _ 1 1.1 |
0.6 1 1 1.1
0.7 3 3 3.5
0.8 il 1 2 2.3
1.1 1 1 1.1

84



LOS ANGELES

E|F|M|a |M1J|A|S{O|N |D|F. Ab.|F. Rel.
0.0 |312{210})15}4)15]3]|z]4f 52 |57.1
0.1 3 11 143] 11 }12.2
0.2 | fafatzpafal b1} 2] 9 |i0.0 ]
0.3 2| A d o fapage] 8 | 88
0.4 . 3 3 | 3.3
0.5 T EY R
0.7 R B 1] 11
0.8 NN
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E S MEXICO BELGICA L.ANGELES
ENE X .100 .200 - .000
S .141 000 .000
FEB X .233 .166 . 066
s .047 .047 .004
MAR X .166 .133 . 066
s .129 .047 .094
ABR X .215 .261 .136
s .173 .170 .203
May X .127 .205 ' .003
s .119 : .097 .81
JiN X .166 .166 L0635
S .141 .047 .0¢4
JuL X
s
AGD X ..233 .100 .066
s .047 .081 .047
SEP X .150 .200 .050
s .138 .100 .111
ocr X .150 .233 .150
s .095 .137 .189
NOV X .133 .200 .200
S .110 .100 . 286
DIC. X .523 .491 .235
S .321 .307 .184
TABLA 18 A

MEDIAS DE INCREMENTO DE TEMPERATURA Y DESVIACIONES
ESTANDARD, POR MFS, POR LABORMIC?ID,

(CUARTA ETAPA) ,



TABIA 18 B
MEDIAS DE INCREMENTO [DE TEMPERATURA Y DESVIACIONES
ESTANDARD, POR MES, COMBININDO LAS POBLACIONES.
CUARTA ETAPA,

MES MEX-BEL MEX-BE L1,
ENE X .150 .100
s .118 .115
FEE. X .200 . 155
S .057 .095
. MBE X .150 .122
] .095 .10
2BFE; X .236 .203
[S .173 .190
MaY X .166 .122
s .115 .122
WUN X .166 .138
s .115 .117
JUL X
s
A0 X .160 .133
s .094 .094
SEP X .160 .137
s .129 .134
OoCT X .191 ' .177
s .125 .151
Nov X .145 .194
S .089 .248
DIC X .512 . 440
(] .321 .287




TABIA 17
FRECUENCIAS ABSOLUTAS DE INCREMENIOS DE TEMPERATURA
POR LABORATORIO Y FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y RELATIVAS
TOTALES
(CUARTA ETAPA)

MEX BEL L.A.. Fr. Abs. Fr. Rel

0.0 124 1 2 152 178 28.7 __ |
0.1 17 |24 |11 52 |19.1
0.2 123 431 19 163 23.2
0.3 1 112 |8 |3 114.3
0.4 M4 V7 43 o sl
0.5 2 R 2.5
0.6 3 1 {1 5 1.8
0.7 2 3 Lone 22
0.8 1 2 |1 4 1.4
1.1 |2 1 3 1.1
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M-B-TA Mex-Bel Mex-L.A. Bel-L.A. Mexico Belgica Ios Angeles
MES wre x s x  s° x s x & x & x g x g2

AGOSTO 17 0.14 0.009 0.18 0.008 0.15 C.009 0.10 0.007 0.28 0.004 0.13 0.010 0.06 0.002
SEPTIEMPRE 18 0.13 0.017 0.14 0.016 0.11 0.018 0.15 0,014 0.17 0.029 0.21 0.002 0.10 0.002
SEPTIEMBRE 19 0.18 0.021 0.27 0.000 0.15 0.022 0.12 0,021 0.30 0.000 0.25 0.011 0.00 0.000
OCTUBRE 20 0.12 0.008 0.11 0.004 0.10 0.010 0.15 0.009 0.06 0.002 0.16 0.002 0.13 0.015
OCTUBRE 21 0.23 0.036 0.26 0.023 0.20 0.30 0.23 0.053 0.23 0.002 0.30 0.040 0.16 0.055
NOVIEMBRE 22 0.13 0.011 0.20 0.003 0.10 0.013 0.10 0.010 0.20 0.006 0.20 0.000 0,00 0.000
NOVIEMBRE 23 0.23 0.051 0.15 0.003 0,28 0.070 0.32 0.058 0.06 0.008 0.25 0.020 0.40 0,080
DICIEMBRE 24 0.16 0.012 0.19 0.012 0.16 0,004 0.17 0.016 0.13 0.002 0.25 0.015 0.10 0.006
DICTEMBRE 25 0.17 0.017 0.25 0.009 0.28 0.021 0.11 0.011 0.30 0.006 0.20 0.006 0.03 0.002
DICTEMBRE 26 0.63 0.117 0.91 0.134 0.60 0.154 0.49 0.078 0.90 0.105 0.77 0

.024 0,35 0.037



0.0-0.1
0.2-0.3

0.4-0.5
U.o=u.7
U.0-1.0

0.0-0.1
0.0-0.1
0.0-u.1
Uez-u.d
0.2-0.3
0.2-0.3
0.4--0.5
0.4=U.5
0.4-0.5
0.6-0.7
0.6~0.7
0.6-0.7
0.6-1.0
0.8-1.0
0.8-1.0

41
26
63
42
43
17

W w N ;g o o

TABLA 20

CALCULO DE }[2 PARA IAS TRES PCBLACIONES DE
LA CUARTA ETAPA

Frec. Cbservadas Frec. Esperadas
Mex. Bel., L.A.
41 26 63 130 46.5 40.2 43,1
42 43 17 102 36.5 31.6 33.8
8 7 21 7.5 6.5 6.9
5 4 2 11 3.9 3.4 3.6
3 1 7 2.5 2.1 2.3

97 84 20 271

E  OE (0B)? (0B)%E
4.5 -5.5 30.25  0.73
40.2 -14.2 201.64  5.01
43.1 19.9 396.01  9.18
- 36.5 5.5 30.25 0.82
31.6  11.4 129.9 4.10
33.8 -16.8 282.24  8.35
7.5 -1.5  2.25  0.30
6.5 1.5 2.25 0.3
6.9 0.1 0.0l  0.00
.9 L1 121 0.31
3.4 0.6 0.30  0.10
3.6 -1.6  2.56  0.71
2.5 0.5 0.25  0.10
2.1 0.9 0.8  0.38
2.3 -1.4 1.69  0.73

12 - 31.16
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TABIA 21
CALCULO [E 7/ 2 PARA LAS TRES POBLACIONES [E IA CUARTA ETAPA
FORMANDO TRES PARES DE COMBINACIONES.,

Mex—Bel Mex-L.A, Bel. L.A,

4126 67 35.9 31.0 41 63 104 . 53.9 50.0 26 63 89 42,9 46.0
42 43 85 45.5 .39.4 42 17 59  30.6 28.3 43 17 60  28.9 31.0
6 814 7.5 6.4 6.7 13 6.7 6.2 8 715 7.2 7.7
5 4 9 .8 4,1 5 2 7 3.6 3.3 : 4 2 6 2.8 3.1
3 3 6 3.2 2.7 31 4 2.0 1.9 : 31 4 1.9 2.0
97 84 181 97 90 187 84 90 174

0 ok ©on’on’ o ©Bn onlondE or or on’ 05
i13%.5 5.1 2.0 0.72 41 53,9 -12.9 166.4 3.08 26 42,9 -16.9 285.6  6.65
26 310 -5.0 25.0  0.80 63 50.0 13.0 169.0 3.38 63 46.03 16.9 287.9  6.25
12 45.4 3.5 12,5 0.2 42 30.6 11.4 129.9 4,24 43 28.9 14.1198.8  6.87
13394 3.6 129 0.32 17 28.3 -11.3 127.6 4.5 17 31.0 -14.0 196.0  6.32

6 7.5 -5 2.2 0.3 6 6.7 -0.7 0.4 0.0 8 7.2 0.8 0.6 0.08

8 6.4 1.6 2.5 0.4 7 6.2 0.8 0.6 0.1 7 1.7 -=0.75 0.5 0.07

5 4.8 0.2 0.0 0.0 5 3.6 1.4 19 0.5 4 2.8 1.2 1.4 0.5

4 41 -0.1 0.0 0.0 2 3.3 -1.3 1.6 0.5 2 3.1 -1 1.2 0.3

> 32 -0.2 0.0 0.0 3 2.0 1.0 1.0 0.5 3 L9 1.0 L1 0.5

27 03 0.0 0.0 1 1.9 0.9 0.8 0.9 1 20 -1.06 1.1  0.54

7(2 - 7{ 2 _ o a 7{2 = 28.27




TABIA 22

MEDIAS CALCULADAS POR MES, POR LARORATORIO, Y ALGUNAS COMBINACIONES
PARA 1A CUARTA ETAPA.

MES  MEX BEL.  L.A.  MEX-BEL-L.A. MEX-BEL
ENE  0.10 0.20 0.00 0.10 0.15
FEB  0.23 0.18  0.06 " 0.16 0.20
MAR  0.16 0.16 0.06 0.13 0.15
AR  0.13 0.30  0.07 0.17 0.21
MY  0.12 0.21  0.02 0.12 0.16
JUN  0.16 0.16 0.06 0.13 0.15
AGO  0.28 0.13  0.06 0.14 0.16
SEP  0.15  ° 0.20 0.05 0.13 0.16
OCT  0.15 0.21 0.15 0.17 0.18
NOV  0.13 0.20  0.20 0.17 0.16
pIC  0.21 0.21 0.06 0.16 0.21
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