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INTRUDUCION, 

La aniministraci6n parenteral de fIrm2cos contaminados con nir6nenos

puede producir fiebre, escalofríos, leucupenia y reacciones severas

que pueden ser f!7tales. Las endotoxin -,is reciben este nombre porque

su actividad para producir fiebre fA l primera actividad biológica

c-, ue se conoció ( 35 ). 

Las endotoxinas son no dializables, muy resistentes el calor V muy

potentes, n3 son destruidas por la esterilizpci6n en autoclave que

destruye bacterias V csporas b3cterianas; debido a Isto una solución

est6ril para uso intravenoso puede contener suficiente pir6geno para

cnusFr fiebre y otros cambios patol6nicos ( 28 ). 

Isto hace necesario hacer orueb3s para detectar la presencia de pir6

genos en las substancias ppra uso parenteral. 

La primera prueba para detectar pirógenos que se empleó En E. U.. r,. se

realizó en 1944 y en ella se emplearon conejos. A pesar de los descu

brimientos sobra la química y fisiología de los pir6genos, esta prue

ba ha permanecido prActicamente inalterable. Entre Ips razones que

se tienen para buscar otros m6todos para detectar contaminación por

pir6genos se encuentran: 

El mItodo de determinación en conejo depende: de la dosis por kilogra

mo de paso y es específica para cada preparación, hebiendo variaciones

entre los diferentes países; de la sensibilidad individual de los en¡ 

males a los pir6genos, ya cue 6sta es variable; del costo que supone

mantenerlos en condiciones 6ptimas para llevar a cabo la prueba, los

conejos pueden ser usados varias veces sólo en el casa de que 1ps

substancias nue se utilizan no sean antig6nicas, si son entigánicas

5 — 



no se deben utilizar los mismos animales; tampoco se pueden utilizar

substancias que produzcan reacción cruzada, además de que los anima

les que presentan reacción positiva, deben ser utilizados solamente

hasta 3 semanas después ( lo ). 

También existen substancias que no pueden ser probadas en conejo

como son los agentes utilizados para la quimioterapia del cancer como

L- esperaginase pues, su administración en las animales produce fiebre, 

naúseas y vómito ( 116 ). 

En vista de estos problemas se han buscado otras pruebas para detec

tar contaminación con pir6genos, siendo el lisado de amebocitos de

Limulus una de ellas. 

La prueba de lisado de amebocitos de Limulus para detectar pir6genos

endotoxinas ) fué descubierta en una observación reportade en 1956

por el Dr. F. Bang, que descubrió que las infecciones causadas por

bacterias Gram - en el cangrejo Limulus polVphemus producían coagula

ci6n intravascular fatal para el animal ( 9 ). 

Levin y Uang demostraron posteriormente que este fenómeno se producía

específicamente por acción de la endotoxina sobre los elementos celu

lares sanguíneos y que la porción sensible a la endDtoxina se encuen

tra localizada en los amebocitos que son el 6nico tipo celular presente

en la sangre de estos animales ( 87 ). Con el descubrimiento de que

N- etilmaleimida previene la agregación de los amebocitos V permite el

lavado de las células, prepararon un lisado y observaron que fuá un

indicador muy sensible de la presencia de endotoxines. 

Trabajos posteriores de Cooper ( 34 ), Hochstein ( GB ), Jorgansen

75 ) y otros investigadores sobre aislamiento y preparaci8n de los
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amebocitos, permitieron la detecci6n rutinaria de endotoxinas en un

rango de picogramos. 

El presente trabajo se hizo con el objeto de comparar ambas métodos

y para saber si la prueba de lisado de amebocitos de Limulus puede

ser utilizada como substituto del método de determinaci6n de pir6go

nos en conejo, ya que se ha vista que este método presente algunas

desventajas como son el depender de la sensibilidad de los animales, 

el casto y la existencia de substancias que no pueden ser probadas

con este método. 

En la prueba de lisado de amebacitos de Limulus no se presentan estas

desventajas, ya que su costo es menor, no depende de la dosis, es un

método que requiere menos tiempo para su realizaci6n y se pueden ano

lizar substancias que no pueden ser probadas por el método anterior. 
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NEIVALIDADES

1.- La célula bacteriana

A) Estructura

biembrana citoplásmica. Está compuesta de fasfolípidos y proteínas, 

es la barrera fundamental del organismo y tiene las siguientes funclo

nes: 

a) Permeabilidad selectiva y transparte de solutos hacia el interior

de la célula. 

b) Transporte de electrones y fosforilaci6n oxidativa en las especies

serobles. 

e) Excreci6n de exaenzimas hidrolíticas. 

d) Funciones biosint6ticas ( 84 ). 

La estructura media es menos compleja y provee el soporte mecánico a

la pared celular, es una estructura entrecruzada y se trata del

mucopIptido o poptidoglicano. : Su destrucci6n con lisazima o enzimos

autolíticas sensibiliza el organismo al choque osm6tico; además de

esta protecci6n, la pared celular desempeña un papel esencial en la

divisi6n celular funcionando como base para su propia biosínte,.:is

72, 173 ). 

Estas estructuras se encuentren tanto en organismos Gram + como Gram

La diferencia entro los bacterias Gram + y Gram - reside en la pared

celular. Las primeras, además del peptidaglícano, están compuestas

por Acidos teicoicos, con la tinci6n de Gram se tiñen de color viole

te por la afinidad que tienen a los colorantes b1sicos y su propiedad

de retenerlos debido a la presencia de ribonuclesto de magnesia que

forma un complejo con el colorante y el lugol siendo insoluble en

Blcohal- acetana ( 117 ). 
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La estructura superior Es exclusiva de organismos Gram - , contiene

los pir6genos químicas más comunes, los lipopolisacáridDs. Su astruc

tura es fisfolipídica y presenta proteínas, probablemente no tenga

funci6n de transporte activo, pero es relativamente permeable por

igual a moléculas pequeñas con o sin cargo, sin embargo, bloquea la

penetraci6n de moléculas de gran tamaño, de aquí la resistencia rela

tiva a entibifticos como Ectinomicina. Esta estructura es el contacto

que tiene el microorganismo con el media, en ella se encuentran los

receptores para virus bacterianos; para bacteriocinas V la especifici

dad antigénica o el antígeno 0 ( 72l173 ). 

En el espPcio periplSsmico se encuentran las enzimos hidrolíticas ya

que la membrana exterior es una barrera que impide se liberen las pr o

teínas periplIsmicas el media ( 59 ). 

2.- Endotoxinas

A) ZúmpoBici6n química, estructura y propiedades

Las endotoxinas son partes constituyentes de la pared celular de

las bacterias Gram - formando la capa externa de la misma ( 45, 115 ). 

3u naturaleza química es de lipapolisecAridos, muestran una gran ten

dencia a formar agregados o complejos con otras moléculas y es posible

que se encuentren en forma de complejos en la pared celular y no sea

producto de la extrPcci6n. Las endotoxinas no se extraen en forma de

mon6meras. 

Las endotoxinas están constituidas por 2 componentes principalmente: 

lípidas unidos cavalentemente y heteropolisacáridos, encontrandose

también un bajo porcentaje de proteínas, así como f6sforo y otras

constituyentes inorgSnicos como calcio, magnesia y sadia ( 115 ). 



El polisacArido consiste en la mayoría de los casos, do un número

grande de diferentes carbohidratos, se han encontrado 30 diferentes

azGcares siendo los más abundantes glucosa, galEctosa, glucasamina, 

L- glicero- D- manoheptasa y ácida 2- cota- 3- desoxioctgnico, hexosaminas

y diferentes desoxiez6c8res ( 27 ). 

La parte lípida está formada por ácidos grasas que tienen una longLí

tud de cadena de C 111 a C 221 saturados o insaturedDs, los ácidos de

número impar se observan en pocos casos ( 2G, 56, 65 ). 

Las proteínas presentan una mayor cantidad de amincácidos de reacci6n

5cida Acido aspArtico, cido glutAmica ) que bAsica ( Arginina, li

sino y poca o ninguna cisteína ( lG3 ). 

Es posible dividir la mal6cula de endotoxina en 3 reniones a componen

tes: 

e) La regi6n lípida b). La parte nuclear c) El poliBacSrido 0

a) La regi6n líDida se obtiene con la hidr8lisis 5cida que rompe la

mal6cula de endotoxina en un polisacArido soluble degradado, P - etano

lamida y una fracci6n que precipita y contiene f6sforo denominada

lípido M, Iste es unn mazcla de algunos compuestos culmicas m s que

una estructura química definida ( 45, 168 ). 

La estructura básica del lípído A estA formada por unidades de

diglucasamina unidas entre sí por enlaces glucoBídicos 1 > G y que

están unidos por enlaces 1 > 4 fosfodi6ster. ( 4 fasfuglucosaminil  

1— P-6 glucosamina, 1 fosfata ) ( 1, 58, 125 ). 

Tres de los grupos hidroxilo del disac6rido se encuentran esterifica

dos con ácido lAurico, palmítica y mirística. El grupo hidrDxilo de

la posici6n 31 ustA unido a la porci6n polisacArido de la mol6cula. 
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Los gru,-ios amino de los rssiduos de glucasamina están substituídos

por el ácido - hidroximirística siendo Iste, un componente excluel

va de la endotoxina ( 89, 125, 145, 160 ). 

Este combinación de ácidos grasas y grupos fosfato causa que esta

porte de la mol6cula tengo propiedades análogos a ! os fosfolípidas

59 ). 

b) La parte nuclear se encuentr3 en la porción media de la mol6cula

de lipopolisacárida unido a la región lípida y a la región de especi

ficidad entig6nica 0. Está canstituída por azncares, grunos fasfato

y etanulamina ( 26, 45, 65, 167 ). 

Su estructura es probablsmente Id6ntica o muy similar en varios sera

tipos de Salmonella sp ya que es específica de grupo; en otras g6neris

como Escherichia 22 hay algunos diferencias estructurales ( 125, 168 ). 

Es una parte común de los n6cleos de polisacAridos de enterabacterles

la que contiene 2 mol6culos de heptase unidas por un lado a una porción

que contenga residuos de glucosa, galactosa a glucasamina, al otro la

do está unido a un trisacArido de 2- ceto- 3- desaxioctonato ( Küu )
w

tambi1n existen 2 grupos fosfato en la porción de heptosa, pero no se

conoce si actúan como unión en las cadenas vecinas ( 45 ). 

c) El palisacArido 6 es la última región, contiene las cadenas ú especí

ficas que confieren la especificidad Inmunol6gica del lipopolisocárido

y de la bacteria respectivo. Están formados por secuencia repetida de

ezCcares que pueden ser lineales a contener 1 a más ramificaciones, el

largo y la composición de estas unidades varía en los diferentes sera

tipos, ya que estas cadenas son específicas de especie ( 45, 125 ). 

Estas entíganos juegan un papel significativo en la interecci6n inmune
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de la bacteria y el huésped, son responsables de las enticuerpos

antibectorianos estimulados por la inmunizaci6n de animales - V al

hombre por bacterias vivas, muertas a sus extractos. 

Esta regi6n se encuentra en las formas pat6genas S y está ausente

en las formas mutantes R nue no son pat6genas ( 37, 125, 160 ). 

Estas mutantes sintetizan lipapalisacAridos que no tienen la cada

na U específica y algunas partes adicionales del n6cleo, pero con

excepci6n de la antigenicidad U, las mutantes retienen todas las

propiedades de endotoxicidad y pirogenicidad de las formas S ( 26, 

64, 65, 125, 126 ). 

El calcio, magnesia y otros cationes divalentes pueden estar Involu

crados en la uni8n de las subunidades del lipopolisacárida Va que

se ha observado que éstas tienden a agregarse en presencia de estas

cationes, también se cree que están Involucrados en la uni6n de la

endotoxina a otras componentes de la pared celular, Va que la remo

ci6n de toxinas de 1E pared celular por EDTA que puede secuestrar

estas cationes, hace pensar en esta posibilidad ( 45, 168 ). 

6) Pelaci6n de las partes estructurales y funci6n biol6gíc8

e han hecho estudios para determinar qué componente de la molécula

de lipopolísoenrido es el responsable de la endotoxicidad: el lípido

A, el polisacArido o ambos. 

je han hecha estudios en una mutante, Salmonello minessote Re

cuyo lipopolisacArido contiene solo lípido A V hDC. Se encontr6 que

éste fuá tan activo como los lipapalisacáridos obtenidos de la forma

S, indicando que la parte palisocárida no es esencial para la endotoxi

cidad. Jin emb9rgo por su caracter lipofílico E31 polisacárido unido
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el lípido A puede hacerlo mAs soluble o puede tener influencia en la

configuraci6n del lípido A y como consecuencia ejercer una influencia

indirecta en las reacciones endot6xicas ( 160 ). 

El lípido A represente el centro t6xico de la endotoxina, 6sta se ha

determinado probando su actividad bial6gica en la forma de complejos

solubles con acarreadores hidrofílicas como alb6mina sárica bovina. 

Se encontr6 que estos complejos exhiben actividad endot6xica compara

ble a las formas R, por ejemplo su capacidad para producir fiebre, 

necrosis de la m6dula 6ses e interacci6n con el complemento, como se

ha observado por la reducci6n en la octividad hemolítica del suero

de cuVo ( 55, 124 ). 

De estos resultados es evidente que el principio endot6xico se encuen

tra en el lípido P. y que para una actividad 6ptima, al lípido A

hidroMbico requiere un ecerreador solubilizante ya que en su estado

insoluble no tiene actividad anticomplementaria ( 115, 159 ). 

Par otra parte se piense que este acarreador puede causar la exposi

ci6n de un grupo t6xico hipat6t! co o bien la estabilizaci6n de una

configuraci6n t6xica. 

C,1 Teorías sobre el principio t6xico

Hipersensibilidad.- i tetson compar6 el fen6meno de Arthus y la rencci6n

local de ichwartzman, notando en el estudio histal6gico de la piel y

los tejidos cercanos a la inyecci8n intradIrmica cEmbios parecidos a

los observados en las reacciones intrad6rmicas. Estableci6 tambián

que los efectos endat6xicos como fiebre, choque y la reacci6n de

Schwartzman pueden ser reproducidos experimentalmente por Interacci6n

de antigenos no t6xicas con sus correspondientes anticuerpos ( 1499

150, 151, 152 ). 
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Farr encontr6 r.ue la sensibilidad a los antíganos proteicos resulta

en una curva de fiebre bifásica, similar a lp producida por' endotoxi

n2s ( 47 ). 

Malkiel descubri8 que se puede inducir una reacci6n enafWctica en

el ret8n por una endotoxine de B. pertrussis ( 92 ). 

e ha asumido que los animales normales están hipersensibilizados

contra bacterias Gram - y le existencia de este estndo de hipersensi

bilidad en el hombre y animales, us el responsr.ble de todas las

ruacciones endot6xicas ( 24, 82

e hi-. :ibservado cuE los complejos ig-,, c producidcs 1 in vitro ' a

removidos de la circulEcinn, son pirocj6nicos cuando se administran

animales normales ( 1,17 ). La incub,-ci6n rie estos complejos con

c6lulas narmeles 1 in vitro 1 libera pir6geno end6geno, entnnces

p,, rece ser que estos complejos s, in un rctivndDr de los granulocítos

pnrn la producci6n de pir65eno end6gano ( 7 ). 

T? mbién se hF, observ9do esta reSPUEStn en animules sensibles a la

penicilina, cstas animales resnonden con fiebre e la inyecci8n de

conjugados de penicilina -suero y este reactivid2d tambi6n puede ser

inducida en Pnimales normales por transferencia pasive de suero de

animales hipErinmunas, las cIlulas de los animales normales liberan

pir6geno end6geno cuando son incubadas 1 in vitro 1 con el compuesto

penicilínico y en presencia de suero de rnimales sensibilizados

6 ). 

He1nci6n del tamaño de la partícula y la endotoxiridad.- Ubi y cal. 

pretenden que se requiera un cierto tamaño de partícula para las

manifestaciones t6xicas. En estudios empleando la degradaci6n

mediante hidr8lisis ácida se encontr6 que en un cierta tamaño de

17 - 



partícula la preparEci6n no es t6xica. Aisl6 también un hapteno del

protaplasma de E. col¡ biol6gicomente ¡ norte, cuya composici6n quími

ca era similar a la endotoxina activo V de peso malecular mucho m1s

bajo ( 2, 97, 123, 132 ). 

La hip6tesis explica que la fnrmaci6n de endotoxina activa o partir

de este haptona inactivo ocurre a través de la n.olímeriznci6n de las

unidades en un complejo activo, que ahora tiene el tamaño necesario

para producir reacciones t6xicas. r.sí mismo observ6 qu2 la endotoxina

tratado con NAD mustr6 degradaci6n y pbrdida simult5nea de la pirogo

nicidad. Lo diluci6n o la diAlisis permiten la recombinaci6n de las

unidades con la recuperaci6n de sus propiedades biol6gicas y suponen

que la organizaci6n micelar de las subunidades resulta en una molécula

activa ( 133 ). 

Se debe tomar en cuento que las subunidades pueden estar en comolejos

con agentes como WID o proteínas y pueden enmascarar su reactividad

o bien inhibirla ( 115 ). 

D) Propiedades bial6gicas

Efectos en la sangre: 

Leucocitos.— La administraci6n intravcnosa de endatoxina a humanos

produce leucapenia transitoria seguida por una marcada granulocitosis. 

El grado y la duraci6n de la leucDpenia es dependiente de la dosis

V se muestra como el resultado de un d8cremento en granulocitos

debido a que los circulantes se marginan en el endotelio de los cap.1

lores. 

la granulocitosis es dependiente da una reserva adecuada en la médula

6sea y un mecanismo adecuada de liberaci6n de granulacitos ( 4, 93 ). 
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Parece que existe activaci6n de un fector liberador de leucocitos

debido a la inyeccí6n de endotoxína, o sea que todo hace suponer que

la inyecci6n de endotoxina incrementa la producci6n de un factor

estimulante que puede regular la granulocitopoyesiB ( 23, 119 ). 

Estudios 1 in vitro 1 muestran que la endDtoxina en presencia de

complemento, es ingcrida a se adhiere 3 los granulocitos 2 induce

una serio de cambios metab6licos perecidos a los asociados con la

fegocitosis ( 32 ). 

llaquetn s.- ie he obscrvado trombocitopenio en animales experimenta

las despuás de la admínistraci8n de altas dosis de endotoxinas. La

trambocitopenia es debida probablemente a la agregaci6n de plaquetas, 

desuu6s de la cual hay una degranulaci6n que de por resultado el

incremento de ir actividad del factor 3 de las pl8quetas ( 39, 70, 

94, 137, 149 ). 

Coagulaci6n intravascular.- Esta es una complicaci6n importante en la

septicemia causada por bacterias Gram - en el hombre ( 172 ). 

La evidencia experimental indica que la endotoxine puede causar la

coagulaci6n por 2 caminos diferentes: 

a) La intErscci6n entre las plaquetas y endotoxina libera el factor

3 de las ploquetas que en presencia de calcio y el factor V, actúan

en la activaci6n del factor X pera formar tromboplastina que transfor

me protombina a trombina ( 70 ). 

b) La endotoxina puede activar directamente el factor XII, el componen

te inicial del sistema de coaguliici6n intrínseco. La activaci6n ocurre

por la formaci6n de un comPlejo entre la parte lípida y al factor XII

1130 ). 
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Complemento.- Se ha observado que la endotoxina es capaz de activar el

sistema del complemento por ambas vías; la clásica y la alterna. 

El complemento puede ser activado sin la participaci6n de enticuerpos

o de sus primeros componentes ( C11, C14 y C12 ). 58 ha demostrado que

la endotoxina causa la formaci6n de una C 3- activador- convertasa que

transforma al preactivador- C 3 en una enzima capaz de unirse a C 3* 
Los productos biol6gicos activos, generados despu6s de la activaci6n

del sistema del complemento, efectúen cambios en el sistema de congu

laci6n, en la permeabilidad vasculer y en la reactividad del músculo

lisa ( 52, 96 ). 

Efectos en el sistema vescular: 

La interecci6n de la endotoxina en el sistema cardiovascular y la

producci6n de choque se han investigado en forma extensa ( 157 ). 

El síndrome de choque endot6xico, comienza con una septicemia causada

por una bacteria Gram - y la endotexemie resultante. La endotoxina

reacciona con leucacitas, ploquetas, el sistema del complemento y

otras proteínas del suero mostrando un incremento en los niveles séri

cos de enzimas proteolítícas y ciertas substancias vasoactivos como

son histamina y seratanina ( 66 ). 

Esta da como resultado acumulaci6n de sangre, principalmente en los

vasos pulmonares, hay incremento de la vasoconstricci6n perif6rica

con resultado de perfusi6n pobre a los tejidos ( 129 ). 

La potencia cardíaca disminuye por una acci6n depresiva directo de la

endotoxina el miocardio y por dsscenso en el retorna venoso, secunda

ria a la acumulaci6n de sangre. Esta disminuci8n inicia una serie de

eventos cíclicos que comienzan con una caído de la presi6n arterial
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y perfusi6n perifbrica, se observa una liberaci6n de las catecolamines

end6genas para compensar la falla en la presi6n arterial, si.n embargo

bstas producen constricci6n arteriolar y se observa anorexia y acidosis

en los tejidos que es causa de congesti6n V dilataci6n capilar que

cumpleta el cielo y acentúa la disminuci6n del retorna venoso y pDten

cia cardíaca. 

Con el tiempo, la hipoxia celular produce ruptura lisosamal encontrAn

dose lisis celular con propagaci6n da daño celular y muerte ( 29, 31, 

129 ). 

Un rasgo característico se este síndrome es la congulaci5n intravascu

lar, aún no se conoce si este síndrome es una causa o efecto de choque

endot6xico, pero la hemorragia localizada o generalizada debida al

consumo de los fectores de la coagulaci6n, intensifica la condíci6n

de choque. 

El objeto de la terapia es romper estas efectos cíclicos, restaurando

y manteniendo la integridad de la micracirculaci6n. En el hombre, el

tratamiento mAs efectivo es e'- uso de antibi6ticos específicos y medi

das de soporte como reempLzzo adecuado de fluído y mantenimiento de

la respiraci6n ( 30, 51, 118 ). 

Efectos en el sistema end6crino: 

Es muy conocida la reactividad de las endotoxinas en los ejes

hipatalámico- pituitario- adronal. La endotoxina tiene un efecto selecti

va en el sistema hipatAlemo- pituitaria causando la liberaci6n de la

hormona adrenocorticotr6pica ( P.CTH ) y la hormona del crecimiento, 

pero no tiene influencia en la liberaci8n de la hormona luteinizante

LH ) ( 27, 53, 61 ). 
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Ll sitio de acci6n de la endotoxina no ha sido bien establecida. HeV

evidencia de que la endotoxina puede derivar hacia el hipatálamo me

dio V actuar directamente sobre la glándula pituitaria para liberar

ACTH, después de 2 horas de inVectada la endotoxina, se puede obser

var una elevaci6n significativa del cartisal plasmAtico. La fiebre V

otras tensiones no específicas asociados no parece que estimulen la

liberaci6n de este hormona ( 91, 95, 98, 161, 163, 169 ). 

Fen6meno inmunol6gica: 

jhite estableci6 que los polisacáridos sumáticas de la endotoxine en

la superficie de las bacterias Gram - confieren a estas organismos

sus especificidades serol6gicas corectoristicas ( 162 ). 

El polisacArido U es un entigeno potente que puede estimular la

formaci6n de anticuerpos en animales, en cantidades de submicrogi e

mos ( 134 ). 

La respuesta Inmune es caractoristíca, 3 o 4 días después de la

Inyecci6n intravenosa, las anticuerpos circulantes son medibles

obteniendo su concentraci6n máxima en 6 a B días. 

Los anticuernos que se forman inicialmente son principalmente lgb1, 

los tipos IgG e IgA se presentan pocas días después ( 130 ). 

útra propiedad que presentan las endotoxinas es la de aumentar la

mitogenicidad de los linfocitos. Esta respuesta parece que es exclu

siva de las células ü y parece que no está mediada por mecanismos

inmunol6gicas ( 57, 139 ). 

Se ha estudiado el efecto adyuvante de las endotoxinas, observándose

la siguiente: 

a) Un incremento en los títulos de anticuerpos
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b) Aumento en el nCmero de c6lulas productoras de anticuerpos

c) Eliminaci6n acelerada del antígeno

d) Disminuci6n del período de latencia ( 74, 112

Fennmeno de Shwartzman: 

A a un conejo se le inyecta intradIrmicamente la endotoxina y si

el mismo material es inyectado intravenosamente 24 horas despAs, 

se 5bserva el desarrolla de una lasi6n necr6tica y hemorregica en

el sitio de la Inyecci6n intrad6rmica ( 138 ). 

La reacci6n no es específica ya que se pueden utilizar endotoxinas

de diferentes micruargenismos en les inyecciones, observándose el

mismo efecto ( 45 ). 

La reacci6n generalizada de jhwBrtzman requiere en el conejo de 2

inyecciones intravenosas espaciadas comúnmente con un intervalo de

24 horas. be observa ne¿rosis cartical renal bilateral seguida de

un ecúmula de fibrina, secundaria a la congulaci6n intravascular; 

en este mecanismo están ínvolucrados productos del granulocito

como el factor promotor de la coagulaci6n ( 69, 83, 120, 148

Efectos en el metabolismo: 

Carbohidretas.- La inyecci6n de endotoxina en animales produce una

hiperglucemia que es seguida de un decremento rápido de azúcar

sanguíneo a niveles hipaglucámicos y disminuci6n del gluc6geno hepáti

co. En el rat6n, la hipaglucemia es de tal severidad que puede causar

la muerte ( 73, 136 ). 

Lípidos.- La inVecci6n de endotoxina en conejos produce hiperlipamia

que se caracteriza por un aumento rápido y transitorio de SeidoB gra

BoB. A las 24 horas hay elevaci6n de los niveles sbricos da celeste
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rol, fosfalípidoB y triglic6ridos ( 67 ). 

Minerales.- Se ha demostrado hipoferremis proporcional a la dosis

cuando se Inyecta endotoxina en el hombre, con un decremento mAximo

en 8 o 10 horas despuéB de la inyecci6n ( 43 ), suponiendose que

hay un decremento en la capacidad sérica de uni6n con el hierro ( 78

ResistenciB ineBpecífica a la inyecci6n.- La administraci6n de

endotoxina puede alterar la resistencia a la infecci6n bacteriana

1L, 131 ), fúngica ( 79, 80 ) y viral ( 135, 15E ) en diferentes esp.1

cies animales. 

Lste cambio en susceptivilidad se caracteriza por un incremento

transitorio de bsta llamado fase negativa, seguida de un incremento

de le resistencia no específica a 18 infecci8n, el mecanismo no es

clara pero hoy una actividad aumentado en el sistema retículo- endote

liel y los macr6fagos ( 3 hay granulocitosis ( 33 ) y cambios en

el metabolismo del hierro 44 ). 

Tolerancia.- Cuando las endotoxinBs se administran a hombres y anima

les en dosis subletales repetidas, se observa una disminuci6n progre

siva de sus efectos biol6gicos especialmente fiebre ( 13 ). 

La tolerancia producida no es específica, ya clue se puede inducir

reacci6n cruzada con endotoxinas de microorganismos no relacionados

seroAgicamente. Esta prúpiedad diferencía a las endotoxinas de otras

pir6genos, como por ejemplo, algunos pir6genos de hongos pat6genos

no producen tolerancia, en tanto que en otras la tolerancia es muy

específica ( ' 15 ). -
Y

El mecanismo de producci6n de tolerancia at5n no se conoce; se ha

observado que hay trarisferencia pasiva de tolerancia a conejos, por
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la que algunas investigpdores sugieren que alguno fracci8n globulí

nica del suero, una 19 S es la responsable ( LO, 158 ). 

3.- Pir6genos

A) Introducci6n

La fiebre resulta de una alteraci6n en el sistema regulador de la

temperatura corporal que se encuentra en el hipotAlamc. 

Estudios en pacientes febriles indican que el punto alrededor del

cual se mantiene la temperatura del cuerpo, usualmente se eleva

durante el acceso febril. 

Cuando la temperatura aumenta, la pérdida y ganancia de calor son

finamente balanceadas a este nivel nuevo, como la temperatura nor

mal del cuerpo durante la salud ( B8

Los pir6genos se han dividido en: 

a) Pir6genos ex6genos.- Son agentes externos como las endotoxinas

b) Pir6ganos end6genos.- áon substancias derivadas de los tejidos

del animal huésped, se llaman también pir6genos leucocitarios ( 37

Los pír6genos pueden producir fiebre nor: 

e) Por acci6n directo de la endotoxine en el centro terma -regulador

del cerebro; esto se base en rue la inyecci6n de endotoxinas dentro

del sistema nerviosa central produce fiebre con dosis mucha menores

que las producidas por inyecci6n intravenosa ( 17 ). 

b) Por acci6n indirecta; la respuesta que se observa después de la

inyecci6n introvenosa V antes del ataque febril, sugiere que se

lleva a cabo algún proceso Intermediario en el cuerpo ( 42, 59y128

Primero se observa un período de latencio que fué establecido en

voluntarias humanas mediante lo medida cuidadosa da la temperatura
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del cuerpo y el fluído sanguíneo de la piel, se encontr6 que fuá

aproximedemente 1 a 7 horas antes del aumento de la temperatura. 

La duraci6n de este período es dependiente de la dosis ( 167

Cuando se Incub6 una alícuota de sangre con la misma dosis de

endotoxina usada en los experimentos anteriores y se inyect6 este

mezcla nor la misma vía, la respueste febril se observ6 en un

lapso de 15 8 20 minutos ( 56 ). 

Evidentemente la endotoxina ha interaccionado ' ir, vítro ' c(3n las

c6lulas del huIsped. El daño causado libera ciertos materiales co

me son pir6genn end6geno y probablemente otros que producen una

reacci6n en cadena ( 168 ). 

B) Estudios ' in vivo' e ' in vitrol

a) Estudios ' in vivo' 

Se ha encontrado en animales un pir6geno end6geno circulante, 
en el

hu6sped sensible, durante infecciones bacterianas y virales, despuba

de la administraci6n de endotoxina, partículas de plAsticc o antíq8

nos. En el hombre, el pir6geno end6geno se ha demostrado despu6s de

la administraci6n de endotoxinas, pero no se ha encontrado en fiebre

natural, probablemente porque el pir6geno end6geno se encuentra en

baja concentraci6n en la sangre y en el hombre hay límites en los

volómeneB que pueden ser removidos experimentalmente ( 
55, 141, 142

bnell ha demostrado que el pir6gano end6geno se encuentra en concen

traciones altas en exudados inflemetorios y se ha obtenido en pacian

tes febriles que presentan carcinoma r@nal ( 121 ). 

Utr2s fuentes de pirngeno end6gano en animales han sido exudedas

peritoneelos inflematorios, linfocitas del ducto torAcico en perita
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nitis pneumocuccica, extractos de piel con reacci6n de Arthus o

Shwartzman ( 145 ). 

FUEiwTE USTIMULE

Plasma Infecciones virales y bactarianas

Endotoxines

Partículas

intígeno

Exudedos Inflemaci6n bacteriana

Linfocitos del ducto

tor6cico Peritonitis bacteriana

Tumor Carcinoma renal

Carcinoma de ovario

Piel Reacci6n de Arthus

Reacci6n de Shwartzman

b) Estudios lín vitro' 

Los experimentos de incubaci6n han definido a las cIlulas capaces

de liberar pir6geno end6gano, el proceso que envuelve a la c6lula, 

su desarrolla y producci6n; sin embargo, se hace en un media arti

ficial y IDB resultados no pueden ser, paralelas a la producci6n

in vivo'. 

La Informaci6n resultante de estos experimentos ha sido bastante

notable ( 7, 144 ). 

C) Cálulas productoras de pir6geno end6geno
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En las experimentos de Sennett, el granulocita fué la única célula

productora de pir6gena end6geno y se crey6 que si no la única, si

era la mayor fuente de produccí6n da pir6geno end6gena ( 14, 15, 16

Las suspensiones de granulocitas liberan pir6geno end6geno cuando

son incubadas ' in vitral con varios agentes microbianos; sin embargo

no se explicaba la fiebre característica observada en pacientes

con enfermedades en donde predominan en la sangre manocitos a macr6fa

gas o sea que hay agranulocitosiB. 

S e hicieran experimentos con conejos sensibilizados frente a la

tuberculina con inyecciones intravenosas de KG. Se obtuvieran los

macrafágos del pulm8n V se incubaron, se observ6 la producci6n de

grandes cantidades de pir6geno end6gano 1 in vitral. Tambi6n se obtu

va pir6geno end6geno de células monanucleares en exudados peritanas

les cr6nicos inducidos en conejo por aceite mineral ( 8, 143 ); así

como en experimentos llevados a cabo recientemente ' in vitral con

células sanguíneas de pecientes con leucemis munacítica y agranulaci

tosis, mostrAndose que cuando se incubaron con estafilococas muertos

por el calor, liberaran grandes cantidades de pir6geno end6geno

20 ). 

Estos resultados confirman que las células monanucleares en humanos

tambi6n son una fuente de pir6geno end5geno. 

Las células de Kupffer pueden ser también activados para producir

pir6geno end6geno por varios agentes microbianos incluyendo tubercu

lina V endotoxina; en tanto que las hepatocitos que no son fagocíti

cos, son Inactivos ( 40 ). 

No se ha demostrado que los linfacitos liberan pir6geno end6geno, 
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en preparaciones provenientes de sangre humana, no hay liberaci6n de

pir6geno end6geno ' in vitral en respuesta a variedad de estímulos, se

sugiere que los linfocitos tienen un papel en la fiebre asociada a

estados de sensibilidad tardía ya que cuando los linfucitos obtenidos

de los n6dulos linfáticas de conejos sensibilizados a proteínas

heter6logas se encuentran ' in vitral con el entígeno, parece que libe

ran una substancia no pirog6nica que activa a los leucacitas genguíneas

normales para que produzcan pir6geno end6geno ' in vitrol, esta substan

cia parece une linfacina. La existencia de estos activadores puede

explicar la patogénesis de fiebre en dando no existe activador ex6geno

aparente, por ejemplo cuando existe inflamaci6n sin infecci6n concomi

tanta ( 8, 41 ). 

Las células que liberan pir6geno end6geno parece que son aquellas c8p.1
ces de fagacitar; sin embargo la correlaci6n entre la fagocitasis y la

liberaci6n de pir6geno end6geno no es clara ( 20

D) Proceso de activaci6n de los leucacitos

Las leucacitos circulantes, predominantemente polimorfanueleares de

conejo a humanos, no liberan pir6geno end6geno dentro de las Incubacio

nes ' in vitrol cuando no se han estimulado con endotoxina a cuando la

fagocítasis no es estimulado. DespuAs de la activaci6n, la célula pi e

senta cambios metab6licus y morfol6gicos que también ocurran como

resultado de ingesti6n de pprtículas, estos cambios incluyen incremen

to en la gluc8lisis, en la respiraci6n, se observa lisis de grtnulns

con liberaci6n de enzimas hidrolítices dentro de las vacualas celula

res y también dentro del media de incubaci6n. La relaci6n de estas

eventos y la producci6n de pir6geno end6geno dentro de la célula no

se conoce. 
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El pir6geno end6geno no Es detectable en concentraciones apreciables

en las cálulas o en el medio de cultivo durante la primera o segunda

hora despu6s de la esti..-nulaci6n; la producci6n V liberaci6n de Iste

puede ser inhibida por actinomicina, puromicina o cicloheximida, 

agentes que interfieren con la nueva síntesis de RNA y proteínas

requeridas en este proceso. 

Estos inhibidores no tienen efecto cuando se agregan 2 horas despu&s

de la estimulaci8n de la c6lula, ya que se ha iniciada la producci6n

de pir6geno y que la líberaci6n dentro del medio comienza ( 7, 21, 113, 

145 ). 

ParEce que las ctlulas no necesitan un suplemento continuo de energía

en este peso ya que cuando se añade fluoruro de sodio en concentracio

nes que bloquean la gluc6lisis despu6s de las 2 primeras horas, no se

observa inhibici6n de la producci6n de pir6geno. Los inhibidores del

metabolismo oxidativo no evitan la liberací6n, pero agentes como el

ioduacetato y el tiocianato que poseen grupos sulfhidrilos activos

son inhibidores efectivos ( 21, 22, 99, 113 ). 

Se requiere la estructura celular intacta pera lo producci6n y libera

ci6n, ya que los homogenados celulares no generan pir6geno detectable. 

Los leucocitos rotos contienen solo una pequeña fracci6n del pír6geno

liberado por las cálulas intactas dentro del medio despubs de la

estimulaci6n ( 72, 145 ). 

Se sugiere que las c6lulas productoras de pir6geno contienen una molá

cula precursora no pirogInica que puede llegar a ser pirog6nicamente

activa por pasas enzimbticos simples ( 22, 58, 128 ). 

Despu6s de la activaci6n, la c6lula presumiblemente sintetiza
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moléculas precursoras, las enzimas necesarias o ambas. Se desconocen

muchos pasos hipotéticoB. 

En el primer pasa se cree que hay una alteraci6n de la membrana ca

lular por el agente estimulante que inicia los cambios en las célu

les que lleven a la producci6n de pir6geno. No hay una relaci6n cla

re entre los cambios metab6licos y morfol6gicos y la sintesis de la

nueva proteína crítica que dirige la liberaci6n de pir6geno. En re

sumen, aunque se han efectuado muchos expi rimentcis no se ha identifi

cedo ni la molécula precursora, ni la enzima o enzimas necesarias

para la conversi6n de un pir6geno activo ( 5, 8 ). 

be ha estudiado el mecanismo de la libereci6n de pir6geno empleando

células polimorfonucleares del exudado peritoneal del conejo, se ha

demostrado que las células comienzan a liberar pir6geno cuando son

suspendidas en soluci6n salina fisiol6gica que cerezca de iones pote

sio; la liberaci6n cose cuando se añaden estas iones. Tambi6n se

observ6 un incremento en la pérdida de algunas enzimas celulares debi

do a la permeabilidad de la membrana cuando las células est6n libe- 

rando pir6geno y puede ser una condici6n importante para la libera- 

ci6n ( 19, 62, 76, 77 ). 

E) jaracterístic8a del pir6geno end6geno

Contiene uniones peptídicas ya que se h2 visto que su actividad es

destruida por enzimas proteolíticas tales como pepsina, tripsina o

pronesa; contiene poca cantidad de carbohidratos y una cantidad doblo

de lípidos en relaci6n e aqu6llos. 

El producto mAs pirogánicn de la sangre y exudados tiene un pese mole

cular de 10, 000 a 20, 000; sin embargo en algunas preparaciones se en

cuentran productos celulares de P. M. mayor que también son pirog6ni- 
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cos ( 145 ). 

La molécula pierde piroganicidad rápidamente a pH alcalino melyor de

8. 1 a_ a una temperatura de 56 aG ( 101 ). 

La estabilidad de la molécula se ve aumentado en presencia da agentes

sulfhidrilo reductores, sugiriendo que éstos son esenciales para la

pirogenicidad. Los pir6genos producidos por una especie son frecuen

temente activos en animales de diferentes especies, por ejemplo, el

pir6geno and6geno numano, produce fiebre en conejos. 

Las variaciones en estructura molecular probablemente tengan diferen

te potencia pirog6nIca pera un pir6geno end6geno dado en diferentes

especies. 

Este material difiera de las endotoxinas por 3 propiedades que son: 

1.- Es lábil el calor

2.- Su incapacidad para producir tolerancia con inye,-,ciones rapeti- 

des

3.- Su período de letencia ( 140 ). 

F) Acci6n fisiol6gica

Se ha estudiado el sitio de acci6n del pir6geno end6geno inyectándola

en pequeñas cantidades en varias partes del cerebro. be observa fie- 

bre de rápida aparici6n cuando el material se introduce en el hipo l

lema anterior pero no en otras sitios como el cerebelo o corteza cara

bral ( 36 ). 

Las neurunas termosonsitivas se han encontrado predominantemente en

el hipatálamo anterior. Los áreas que responden a una inyecci6n local

del pir6geno end6genc e inducen fiebre, también están localizadas en

el hipot6lamo anterior, el pir6geno actna sobra el 6res pre6ptica en
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teriar del hipotálama en el cerebro, para cambiar su relaci6n

temperatura/ actividad ( 59, 145 ). 

El pir6gano end6geno altera la sensibilidad de ciertas neuranas

termasensitivas que actúan hacia la periferia a través de vías

termorreguladoras. Las acciones de la pérdida de calor son supri

midas y las de conservaci6n de color son activados ( 59 ). 

El mecanismo precisa mediante el cual el pir8geno end6geno alte

ra lo funci6n a la clase de neuronas afectadas aún no se conoce. 

Se han postulado alteraciones del balance i6nica en experimentos

realizadas con gatos, haciendo perfusiones en los ventrículos cE

rebrales con soluciones de diferente composici6n, se ha observa- 

do que la constancia de la temperatura depende del belanca de los

iones sudio y calcio. El calcio actúa como un blaqueador que evi

te el efectD hipertIrmico de los ¡ unes sodio. Se cree que los pl

r6genos actúan removiendo el calcio y la fiebre puede ser causa- 

da por el sadia ( 49, 50, 155 ). 

Una nueva área de investigEci6n dentro de la causa de fiebre se

ha abierto por la observaci6n de que se inducen cambios termarre

gulBdores profundos por la administraci8n de epinefrina, norepine

frina y serotonina ( 12 ). 

G) Macanismo hipotalámico

Se ha sugerido que el pir6geno puede hacer que las células del

hipotálemo anterior liberen un neurotransmisar, seratonina. Esto

puede ser posible porque este mancamina se encuentra en concentra

ciones relativamente altas en el hipot5lamo y porque los aumentos

de concentraci6n en esta parte, se traducen en un aumento de tempq
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ratura de tipo pír6gena en experimentos realizadas en el gato ( 48 ) 

y mona ( 102 ). 

En experimentos realizadas con manos no anestesindos, se encuntr6 que

se liber6 serotonina del hipotAlemo anterior cuando el animal fuá so- 

metido al fría ( ln3 ), aún no se conoce si este liberaci8n es la que

dispara la fiebre cuando se trate de un pir6geno, sin embargo la evi- 

dencia de PUE esta sea el primer pasa es fuerte ya que mieroinyeccio- 

nes de endotoxina o serotonina dentro del Sres anterior de un mono pro

ducen hipertermia ( 104, 107 ) y la similitud de la fiebre provocada

por endotoxina o serotanina puede ser la 118ve para entender la acci6n

local del pir6geno. 

Se observ6 que la endotoxina causa liberaci6n de serotanina de las pla

quetasp la misma respuesta podría ocurrir dentro de los capilares del

hipatálamo anterior ( 71'). Los minutos de latencia que se observan
j

después de la inyecci6n de endotoxina dentro del hipatálamo anterior, 

podrían explicarse en base a que 1E concentraci6n local de serotanina

proveniente de las plaquetas debe aumentar más de 3 veces para actuar

en los sitios receptores y provocar fiebre ( 106 ). 

Se cree que la regi6n posterior del hipatálamo también juega un papel

Importante en la regulaci6n de la temperatura, ya que se ha observado

que cuando es perfundida una soluci6n de cloruro de sodio a través de

los ventrículos cerebrales, causa escalofrío y aumento de la tempera- 

tura en el gato conciente ( 49 ). La edici6n de calcio en concentracio

nes fisiol6gicas bloquea la respuesta producida por el cloruro de so- 

dio. 

La regi6n posterior del hipot6lamo no es sensible a la eplicaci6n de
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serotonina, pero la temperatura del cuerpo puede ser alterada por un

cambio en el balance de los cationes mencionados en este regi6n. S8

crea que la relaci6n de estos 2 cationes en el fluído extracelular, 

más que el nivel de cada una, gobierna el patr6n de las células para

q¡antener la temperatura en un punto específica ( 105 ). Se ha obser- 

vado que la endotoxina puede disminuir la concentracl6n da calcio sé

rico. La hipertermia es producida por une alteraci6n del balance i6ni

ea de sodio y calcio, en favor del sadía, puede suceder que una dis

minuci6n de calcio en el suero que fluye a través del hipot6lamo, pro

duzca un aumento en la temperatura o bien, puede ser que la alteraci6n

del balance i8nico sea sola transitoria y facilitada por la acci6n del

pir6geno sobre el sistema intersticial no conocido que mantiene los

constituyentes i6nicos a un nivel constante, tomando en cuente las va- 

riacionEs de la concentraci6n strica ( 108

4.- Especie Limulus polVphemus

A) Descripci6n

Es un animal marino que pertenece al phylum Arthropodo, subphylum

Chelicerata, clase Merastomete, subclase Xiphosura. 

u cuerpo se divida en cefalot6rax y abdomen. Se caracteriza por 5 o 6

pares de apéndices abdominales y por un telson al final del cuerpo. No

tiene antenas V el primer par de apándices preoreles se llamnn quelíce

ras. 

Ppareciendo en el período Urdoviciano, s6la 3 g6neros y 4 especies rom

ponen los únicas representantes vivos en la actualidad; una de estas

especies es Limulus polyphemus. Se encuentra en la casta noreste del

océano PtAntico y en el Golfo de M6xica. Los otros miembros de este
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grupo se encuentran a la largo de la costa asiática en Jap6n, Corea, 

India oriental y Filioinas. 

Viva en agua poca profunda, se traslado a través de la superficie de

la arena en desplazamientos cartas, puede alcanzar una longitud de

60 cm y es de color café obscura. 

El caparaz6n es rugosa, tiene forma de herradura, convexo en la par- 

te superior y c6ncavo en la Inferior. 

En el cafelat6rex presenta 5 pares de pntas que utiliza para caminar. 

Las 4 primeras patas en su parte superior están armadas con espinas, 

su funci6n es macerar y mover la comida hacia la boca, la parte infe

riar termina en pinza. El último par de patas no presente espinas en

su parte superior, presente un conjunto espatulado que se utiliza p2

re limpier las branquies. 

El último por de apéndices que se encuentra en el cefalot6rax recibe

el nombra de quilaria y consiste en una sola articulaci6n armada de

pelos y espinas y su funci6n consiste probablemente en macerar y mo- 

ver la conidn. 

Ll abdomen no es segmentndo, presenta a cada lado 6 espinas cortas

m6viles que se encuentran en el borde de la parte posterior. Muestra

en su perte infcrior 6 pares de apéndices. El primer par forma el

opIrculo genital, es una estructura largo, membranosa, semejante a

un ala. Los 2 poros genítales se localizan en la parte baja de esta

estructura. 

Posteriores al opérculo genital se encuentren 5 pares de apéndices

modificados como branquias, son membranosas y con forma de ala. La

parte interior de cada una de estas estructuras está formada por

muchos dobleces con forme de hoja llamados laminillas, estes proveen
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la superficie de intercambio gpseoso. Cnda branquia contiene aproxima

damente 150 laminillas, el movimiento de lps branquies mantiene una

circulaci6n constante de agua sobre ellas. 

El telsan se encuentra en la parte posterior del abdomen, no es un

telson real ya que no presenta el poro anal, es altamente m6vil y

puede ser uspdo para impulsor y colocar correctamente el cuerpo cuando

el animal accidentalmente se voltea. 1, o es utilizado por el animal co- 

mo medio de defensa y el Limulus puede ser canturado y transportado

utilizando el telson. 

El Limulus es un animal que se alimenta de carroña, consume adam6s

M01USCDS, lombrices y otros organismos incluyendo algas que habitan en

el fondo. 

En el principia del verano, durante el apareamiento y la nostura, hem

bras y mschos se congregan en las zonas alrededor de las castas en

bahías V estuarios; las hembras cavan una serie de depresiones en la

arena y depositan de 200 a 300 huevos. Los huevos en cada depresi6n

son fertilizados por el macho durante su deposici6n. 7, espu6s los ani- 

males apareados se separan y los huevos se cubren de arena y son aban

donados. 

Sespu6s de un tiempo emerge del huevo una larva de aproximadamente 1

cm de largo que tiene una similitud superficial con los trilobites, un

artr6podo fnsil, es muy active nadando y cavando en le arena, el tal - 

son es muy pequeño y sola tiene 7 pares de bronquios, conforme pase el

tiempo se llevan a cabo varias mudas, los pares de bronquios que fal- 

tan aparecen, el telson se alarga y el cangrejo joven asume la forma

adulta. 
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La madurez sexual no se logra hasta el tercer año de vida ( 11, 63, 

90 ). 

Los animales marinas habitan en un media ambiente en donde existen

gran número de bacterias Gram -. 

La inoculaci8n de una especie de Vibrio pat6gena para el Limujus, a

su endotoxína, pueden causar una enfermedad progresiva caracterizado

por marcada amebocitopenia, coagulaci6n intrevascular con subsiguien

te pérdida de la coagulaci6n y muerte ( 9, 64 ). 

La sangre del Limulus contiene un sola tipo celular, el amebocíto; 

los emobacitos tienen aproximadamente las medidas de un macr6fago de

mamífero y presentan gránulos, se ha descrito que tienen un núcleo

que no es aparente hasta que los gránulos se desbaratan y desapare- 

cen durante la cosgulaci6n. 

La endotoxina del Vibrio causa la aglutinaci6n de los amebacitos, se

observa degranulaci6n y ruptura de estas c6lulas; los gránulos entes

de la ruptura se hinchan y vuelven refrigentes, se observa liberaci6n

de enzimas que causan la formaci6n de un gel que inmobiliza a la bac

teria que contiene la endotoxina. 

El amebocito tiene un papel muy importante en la coagulaci6n. Cuando

se extrae sangre comuleta del LimuluB, se forman rápidamente conglo- 

merados compuestos de amebocitos agregadosw posteriormente este agr e

godo disminuye y aparece una fase liquida. Este material se ha llame

da pre -gal y produce gelificaci6n cuando se expone a las endotoxinse

bacterianos ( 84

El plasma del animal libre de células no es conguloble, pero este pi o

piedad le puede ser conferida por la adici6n da amebacitos. El lisa- 
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da celular preparado de amebocitos produce un gel en presencia de

endotoxinas la que indica que la proteina que coagula proviene tu

talmente de los amebacitas. No se requieren las factores del plas

me para este reacci6n. La cinética de la reacci6n entre el lisado

de emabocitas y la endotoxina se estudi6 midiendo las cambios en

la densidad 6ptica; los resultados indican que la conversi6n de

la proteína en un gel en presencia de endotoxinas es mediado por

una enzima que se designa como pro- cuagulante ( 86, 67

8) M6todo de obtenci6n del lisado de amebacitos

Los animales se colocan en agua corriente y a temperatura ambiente

unas horas antes de ser sangrados, en manipulan de manera que qqa

de expuesta la membrana entre los segmentos tarAcica y abdominal, 

esta área se limpia con alcohol al 70 ) 6. La aguja se inserta den- 

tro del seno ventral de la cámara cardíaca. Despubs de la punci6n, 

la sangre de color azul se colecta en frescos de centrífuga silico

nizados colocados en un baño e 40 El C que contengan volúmenes igua- 

les de soluci6n de cloruro de sudio al 3' í adicionada de 0. 125 1

N- etilmeleimida que debe ser agregada justo antes de usarse y amor

tiguador de Tris. El tubo de centrífuga se deja repasar durante 90

minutos agitando ocasionalmente de manera suave. La mezcla se con- 

trifuga a 300 rpm por 6 minutos para que los amebocitos sedimenten. 

Todo el material utilizado debe estar libre de pir6genos. La N- etil. 

maleimida actúa como un anticoagulante y estabiliza la membrana ce

lul2r durante el proceso de levado. 

El lavado consiste en la resuspensi6n cuidadosa de los cálulas en

soluci8n de cloruro de sedia el 3 ; caliente ( 4n 11 C ) y se contri

fugan a 300 rpm por 6 minutos. El fluido sobrenadante se descarte
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y las células se vuelven a resuspender en la misma soluci6n; esta

se repite 3 veces. 

Después del tercer lavado, las células son transferidas a tubos gr a

duados con tap6n de rasca para proceder a lisarlas ( 68, 111, 122 ). 

El media usado para suspender las células para lisarlos puede ser

agua destilada ( 87 ) a amortiguador Tris que tengo un pH de 7 y

que contenga soluci6n salina al 3 ; ( 170 ). El media se usa en una

proporci6n de una parte del peauste de células y dos partes de medio. 

Después de añadir el media, los amebacitos pueden ser lisados por

varios métodos: 

I- lezclador vartex: La suspensi6n celular se lleve a la mAxima veloci

dad de mezclado durante 1 minuto para que se lleve a cabo apropiado

mente la lisis. 

unificaci6n: La suspensi6n se trata en un " Sonifier Cell Disrupter, 

Melville N. Y. " con el pulsa mAximo de 10 unidades por 2 o 3 segun- 

dos. 

Lisis osm6tica: Los amebocitos levados se suspenden en agun destila

da. 

Todos los lisados celulares se llevan o cabo a - 70 o C. 

Ya obtenido el lisado, éste se lleva a 4 C) C durante 24 horas, des- 

pAs de este período, el lisado se centrifuga a 900 rpm durante 15

minutos. El subrenadante es removido y guardado e - 20 El C hasta rue

se lleva 8 cabo la pruebe de sensibilidad. 

Esta pruebe se hace con objeto de determinar la sensibilidad de cada

lote de lisado. Para esta se utilizan preparaciones de lipupolisacA

ridos de bacterias Gram - como son Klebsiella e) E. col¡, las dilu- 
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cíones que se emplean son de 0. 1 a 0. 0001, g/ ml. El m6todo empleado

para llevar a cabo esta pruebe está explicada en NATEHIAL Y METUDO. 

Una vez realizada este prueba, el liBado está lista para ser liafi- 

lízado. El lisado se introduce en las nmpulas, los tapones se inser

ten parcialmente y se llevan al liafilizador que ha sido previamen- 

te enfriado a - 50 Q E y se secan durante 24 horas. Transcurrido es

te lapso y estando las Ampulas ann con vacía, se colocan los tapones

firmemente. El liofilizado se retira del aparato y se guarde a 4 0 C. 

Está listo para su usa ( 68 ). 
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CAPITULO III
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MATERIAL Y METODO

A) Reacci6n febril en conejo: 

Baño de agua e 37 a C; 

Tele- term6metra YSI modelo 47 TA de 11 canales

Matracas Erlenmeyer de 125 m1 con tap6n esmerilado

Piputas seroAgicas de 1, 5 y 10 m1

Agujas hipodérmicas de metal

Jeringas de vidrio de 5, 10 y 20 m1

Tarundas de algud6n impregnadas de alcohol y bonzal

Conejos

B) MItado de lisado de amebacitas de Limulus

Estufa a 37 0 E

Agitador Vartex

Tubos de ensayo de 12 X 75 mm con tap6n de rosca ( desecha- 

bles ) 

Pipetas serol6gicas de 0. 1, 1, 5 y 10 m1

N8traces Erlenmeyer de 125 m1 con tap6n esmerilado

Lisado de emebocitos de Limulus comercial

Endotoxina de E. cal¡ 

Agua libre de pir6genos

Soluciones de HC1 0. 1 mal/ litro y NaGH 0. 1 mal/ litro

Nota: Todo el material y las soluciones deben estar libres de

pir6genos. 

Muestras problema para ambas mátados: 

Gamma globulins humans V equine

Alb6mins humans
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Factor antihemofílico

Jueros para aplicaci6n en gran volumen ( Soluci6n. salina

isot6nica, soluci6n salina glucasada, soluci6n de Darrow, 

soluci6n de lactatO 0. 6 mol/ litro ) 

Pmpicilina

Nota: Todo el material biol6gico se obtuvo de preparados co

merciales. 

El material de vidrio, así como las agujas hipod6rmicas de

metal, se conservaron libres de pir6geno mediante el siguien

te tratamiento: El material se lav6 perfectamente con Extrán

y se enjuagS con agua corriente, posteriormente con agua des

tilada, se envolví6 con papel de aluminio y se meti6 el hor- 

no a 250 11 C por es.nocio de 2 horas. 

Las soluciones de. HG1 y NaLH se prepararon con agua libre de

pir6ganos, en forma aséptica y se llevaran al autoclave duran

te 2 horas a 121 0 E. 

A) Reacci6n febril en conejo

Fundamento: 

La endotoxina al ser inyectada por vía intravenaBa al animal, 

interactóB con las c6lulas de 6ste ( leucocitas principalmen- 

te ) activándolas y haciendo que liberen pir6geno end6geno, 

6ste actúa en el Area pre6ptica anterior del hipatálemo obser

vánduse un aumente en la temperatura rectal del animal. 

Vi6todo: 

1J . e emplearan conejos Nueva Zelende machos cuya pesa oscil6

entra 1. 5 y 2. 5 Kg. 
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Los conejos se encuentran en jaulas individuales en un local

edyacente el cuarta en donde se lleva a cebo la prueba,, los

animales se alimenten con alimento concentrado. - Se les reti— 

re el alimento 1 día artes de la prueba, s6lo toman agua. 

Dos días entes de la pruebe, a los animales se les hace una

pruebe en blanca inyectándoles agua destilada libre de pir6— 

genos, pera determinar si su tem.neratura es estable, con objq

to de que no existan grandes variacioncs en la temperatura

basel que debe encontrarse entro los 38 a 39. 8 OC9 los anima

lEs que presentan una temperatura mayor, así como los que

presentan una v2riaci6n muy marcada en su temperatura basel

son eliminados. 

El local donde se lleve a cabo la prueba se encuentra libre de

ruidos con objeto Ge que los animales no se Dongen nerviosos y

en consecuencia presentan un aumento en la temperatura, le luz

está contrUada así como la temperatura y humedad con objeto

de que las condiciones sean constantes y los resultPdos más

exactos. 

El día de la prueba los animales se trasladan a este local 30

a 45 minutos antes de llevarla a cabo con objeto de que se a— 

climaten, durante esta lapso se inmovilizan en sus cajas de

sujecci6n y se les ccloca el term6metro, yP que están Prepara

des se les toma la temperatura baspl. 

Jiez minutos después a los animales se les inyectan las mues

tres problema previamente calentados a 37 Q C en la vena mar

ginal de la oreja y se dejan tranquilos. A los 60 minutos se
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tome la primera lectura, a los 120 minutos se toma la segunda

lectura y a los 180 minutos se toma la tercera. Cuando termina

la pruebe, los animales se trasladan a sus jaulas; los que no

han presentado reacci6n febril se pueden ulitizar pasteriormen

te empleando otro ti3a de substancias. Las animales febriles

se desechan. 

je utilizaron 3 conejos por muestra, la dosis inyectada V las

substancias probadas fueron las siguientes: 

Gamme globulina humana y enuina 1 ml/ kg de pesa

Factor antihemofílico 1. 7 ml/ kg de peso

rlb6mina 3 ml/ kg de pesa

ntibi6ticos: 

hmaicilina s6dico 20 mgIm1 1 ml/ kg de pesa

joluciones que se aplican en gran

volumen: 

Soluci6n isot6nica de cloruro de sadio 10 ml/ kg de pese

oluci6n salino glucasada

oluci6n de Darrow

a aluci6n de dextrosa

Soluci6n de lactato 0. 6 mal/ litro

ndotoxina en concentraciones de: 

1000, 100, 50, 25, 12. 5, 6. 25, 3. 125, 1 ml/ kg de pesa

1. 6, 0. 8, 0. 4 ng/ m1

Se emple6 el m6todo de la U, 2. Pharmacapeia .,,,VIII, en el cual

la elevaci6n individual de la temperatura de un animal no debe

ser superior a 0. 6 Q C de su temperatura basal y la suma del
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cambio máximo de 3 temperaturas no sea superior a 1. 4 Q C. Si se

cumple lo anterior se concidera que el producto no tiene pir6gLe

nos. Si no se cumpla la anterior se repite la pruebe usando 5

conejos. 

B) Método de lisado de amebocitos de Limulus

Fundamento: 

Levin y Bang sugieran que la gelificaci6n del lisado de amebaci

tos de Limulus mediada por endotoxina, se inicia enzimáticamen- 

te ( 84 ). El ex6men posterior del gel muestra una matriz de fi

bras muy finas cuya diámetro varía de 5r] a 1110 > m ( 54 ). La evi

dencia en los estudios indica que son necesarios cuatro substan

cias para que se lleve a cabo la reacci6n; estas substancias

son: La enzima pro -coagulante, las proteínas congulontes ( Cae- 

guAgeno ), cationes divalentes principalmente ¡ unes calcio y

lipopolisocárida de bacterias Gram, 

La reacci6n se cree que se inicia con la activaci6n de la enzi

me pro -coagulante debida a los iones calcio y la endotoxina. 

La enzima activada cataliza la ruptura hidrolítica de las pro- 

teínas coagulantes, dando como resultado subunidades de poli- 

p6ptida. Estas proteínas se rompen en tres partes a las que se

les ha dado el nombre de cadenas A , 8 y C. Las cadenas P, y 0

se encuentran unidas por enlaces disulfuro formando el coágulo. 

La cadena C liberada de la porci6n inerte de la molécula no se

incorpora en el coágulo ( 54, 84, 109, 146, 147, 153, 154, 171 ). 

El meesnismo mediante el cual las proteínas coagulentes son ro

tas por la enzima pro- congulante se cree que es similar el que
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realiza la tripsina, ya que la reacci6n de coagulaci6n es inhibi

da por substancias como el di—¡sopropil fluarofasfato' el cual

inhibe a la tripsina ( 110, 154 ). 
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Atodo: 

Preparaci6n de los controles positivos: 

El agua que se emplea debe ser libre de iir6genos y precelentada

a 37 0 _ 

TodPs las manipulaciones se hacen asépticamente. 

ae hidrata la endotoxina de E. col¡ por Bdici6n de 5 m1 de agua

al frasco Ampula que la contiene, agitando vigorosamente 30 minu

tos con mezclador Vartex. La concentraci6n de esta soluci6n es

de 5110 microgramos por mililitro. je rotula como soluci6n A. 

be este soluci6n stock se preparan las siguientes diluciones agi

tanda cada soluci6n rior úil orgundos en el Vartex. 

1.- Se añade 1 m1 de la soluci6n A a 99 ml de agua. Esta solu

ci6n tiene una concentraci6n da 5 mierogramos por milili- 

tra y se rotula soluci6n S. 

2 ie añade 1 m1 de la soluci6n 13 p 9 m1 de agua. Este solu- 

ci6n tiene uno conccntraci6n de 0. 5 micrDgremos por mil¡— 

litro y se rotula soluci6n C. 

3.— ' e añade 1 m1 da la soluci6n C o 9 m1 de agua. Le concon

traci6n de este soluci6n es de 0. 05 microgramos por mil¡ 

lítra y se rotule Gantrol Positivo de rgua. 

4.— je añade 1 m1 de soluci6n 8 a 9 m1 de muestra problema. 

La concentraci6n de esta soluci6n es de 0. 5 mierogramos

por mililitro y se rotula soluci6n D. 

5.— Se añade 1 m1 de la soluci6n U e 9 m1 de la mismo muestra. 

La concentreci6n de esta soluci6n es de O. n5 microgramos

p3r mililítro y se rotula Contral Murstra Positivo. 
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Ll contral de agua positivo se hace con abjeto de saber si el

lisedo de amebocitos; está repccionpndo apropiadamente o sea

que su actividad no se encuentro destruíde Por degradsci6n. 

1 l control de muestra positivo se hace con el objeto de saber

si no hay en la inuestra alguna substancia que inhiba la forme
ci6n clel gel. 

Se pre.nFra tnmbi6n un control de agua negativo 0 sea que a és

te no se le agrega endotoxina con objeto de saber si el agua

C,Ue SE ha empleado para llevar a cGbo la repcci6n se encuentra
libre de nir6gunos. 

Preprraci6n d8 la muestra: 

Ll pH de la muPstrn debe encontrarse dentro de los valoreE
I. E a 7. 5, si se encuenLrF,,, I-upra de Istos, eebe ser ajustada

con soluci6n 0. 1 mal/ litro de rVaLH o bien de HCJ 0. 1 mol/ litro

ESt6ril y libre de pir6genos. 

Si no se lleva n cabo el ajuste del pH c: s la muestra, se puede

producir 18 gelificpci6n pero en un grado b2ju, o sea que se

form2 un gel firme nero muy frI.gil y en el momento de invertir

se r5mpe dificultsndD la lpctura del resultado. 

Preparaci6n del reactivo de Limulus: 

1.- je hidrata el liofilizado añadiendo en forma esIptica

1. 2 m1 de agua estéril y libre de pir6genos al frasco

que lo contiene. be agita de manera suave y continua

durante 30 segundos. No se debe formar espuma. 

2.- ,, e distribuye el lisado hidretado en los tubos dese- 

chsbles de 10 X 75 mm con ton.6n que están estériles y
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libres de pir6ganos, en cantidades de 0. 1 mi. je tapa

inmediatamente. 

El lisado se debe guerdEr en un congelador cuya temperatura

sea inferior a - 10 C) G si no es usedo el:E mismo día. 
Procedimiento general: 

1; eterminaci6n de la pruebe de compativilidad- inhibici6n de la
muestra: 

ontes de llevar e cabo este irueba en una formulaci8n o produc

to dado, es nECesario. determiner si no hoy interferencia de la

soluci6n por probar con 12 reacci8n que se llevo a cabo entre

el reactivo y lo endotoxina. 

Una vez cue se ha establecido le ausencia de inhibicinn para

una sDluci5n o formulpei6n dada, este procedimiento no necesi

ta ser repetido. ' 

1.- je calientan a 37 11 U los tubos previamente preparados
con el lisado. 

2.- 1 je añade de manera es6ptira '. 1 mi a reHB tubo de: 

a) , gua de control nositivo

b) Control muestra positivo

c) J, guo estIril inyectable que se utiliz6 pare hidrotar

el lisado con objeto de que sea el control negativo

3.- Se mezcla bien el contenido de los tubos

4.- Los tubos se incuben a 37 a C cuidando de no agitarlos

durante 15 minutos. 

1 final de este período se observa la presencia del gel rotán

do el tubo cuidadosamente un ángulo de pocos grados. Si el gel
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oarece firme se continúa la rotaci6n a 180 grados o hasta que

el gel empiece a perder su forma. Los galas que mantienen su

forma cuando son rotados 180 grados se consideran firmes. ii

en algún punto de la rotaci6n el gel en el tubo empieza e par

dar su forma, cuidadosamente se coloca el tubo en su posici6n

arininal para evitar la destrucci6n irreversible de la forma- 

ci6n del gel. 

La siguiente tabla resume los resultados que pueden mostrar

los cDntrales: 

El primer caso indica: 

Los resultados que se deben esperar y se puede proceder a

probar las muestras. 

El segundo casa indica: 

Una inhibici6n de la actividad del reactivo que puede deberse

a una resuspensi6n pobre de la endotoxina en la muestra a que

existe inhibici8n debido a alguna substancio presente en la

muestra. 

55 — 

Tiempo Control positivo Control muestra Gontral negativo

min. de agua positivo de agua

1 0 15 Gel firme Gel firme No hay gel

2 C) 15 Gel' firme Two hay gel No hay gel

3 0 15 ijo hay gel Ko hoy gel No hay gel

4 0 15 No hay gel Gel firme No hay gel

5 0 15 No hay gel No hay gel Gel firme

El primer caso indica: 

Los resultados que se deben esperar y se puede proceder a

probar las muestras. 

El segundo casa indica: 

Una inhibici6n de la actividad del reactivo que puede deberse

a una resuspensi6n pobre de la endotoxina en la muestra a que

existe inhibici8n debido a alguna substancio presente en la

muestra. 
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El tercer casa indica: 

La actividad del reactivo destruída por deteriora. 

Preparaci6n inadecuado de las soluciones de endotoxina. Se

recomienda repetir el procedimiento incluyendo la prepara- 

ci6n y diluciones. 

Empleo de agua contaminada para hidratar el reactivo. Se

debe descartar el fresco. 

El cuarta casa Indica: 

Preparaci6n inadecuada de las soluciones de endotoxina. Se

recomienda repetir el procedimiento. 

La muestra estA contaminada por endotoxina no conocida. Se

recomienda ensayar con otra muestra. Si no hay inhibici8n

se procede con las otras muestras. 

El quinto cosa indica: 

Contaminaci6n. je recomienda repetir el procedimiento te- 

niendo cuidado especial en la asepsia. 

Ensayo de las muestras: 

1.- , sápticamente se agrega 0. 1 m1 de la muestra dentro de

los tubos con reactivo calentados a 37 C) C y se mezcla
cuidadosamente. Se recomienda trabajar por duplicado. 

2.- Se deben preparar controles de agua positivo y negati- 

vo para verificar que los resultados de la pruebe sean

válidos. 

3.- Los tubos Be incuban a 37 El C evitando moverlos durante

60 minutos. Al final del período de incubací6n se obser

va cada tubo para detectar la presencia del gol. 
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La presencia de endotoxin8 en concentraciones menar.es que

las consideradas pirog6nicas puede dar como resultado la

formaci8n de un gel firme si el período de incubaci6n es

mayor del tiempo recomendado, es importante que los tubos

se observen exactamente al final del tiempo de incubaci6n

para evitar resultados falsos positivos. 

Los resultados son interpretados como positivos a negati- 

vas. 

Un resultado positivo se define como la formaci6n de un

gel firme capaz de mantener su integridad cuando el tubo

de pruebe es invertido 180 grados. 

Este resultado considera la presencia de endotoxina en can

tidad suficiente para producir una respuesta febril si el

material fuera inyectado a un paciente. Una pruebe negati- 

va se caracteriza por la ausencia total de gel o por la

formaci6n de un gel viscosa que no mantiene su integridad

cuando es rotadD 180 grados. La concentraci6n de endotoxi- 

na es menor que el nivel pirog6nico y puede cpusar flucula

ci6n, granulaci6n V/ o un incremento en viscosidad. Estas

reacciones se consideran negativas desde el punto de vista

de pirogenicidad. 

e acuerdo con los resultados que se han obtenido, algunas

autores han hecha una escala para cuantificar el grado de

gelificaci6n del lisado ( 75 ) : 
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r eacci6n Descripci6n

4 + Sol firme con opacídad considerable. 

3 + Gel suave con opacidad maderada a con— 

siderable. 

2 + Gel frágil con opacidad escasa 0 modera

de y que presenta pequeños gránulos ndhe

ridos a los lados del tubo cuando tste

se inclina. 

jel muy fr5gil con opacidad escasa y que

presenta algunas gr6nulos 2dheridos R los

1ndos del tubo. 

No hay incrcmento visible de opacidad a

viscosidad. 

Para nuestros fines se consider6 la primera reacci8n ( 4 + 

positiva y las demás negativas. 
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En los resultados obtenidos con albúmina humana ( Tab1p 4 1 ) w se

aprecia lo siguiente: De las 1n muestras probadas 5 resulteron p_q

sitivas en la pruebe 1 in vitra 1 cuando la prueba ' in vivo 1 fuá

negativa. e hicieron diluciones y cuando se lleg6 a la dilucí6n

1: 5 se observ6 que en 6sta, los resultados carrelacionaron con las

obtenidos 1 in vivo 1. Este tipo de comportamiento pudiera deberse

a que las soluciones de alb6mina son muy viscosas, ya que la albú— 

mina que se utiliz6 tenía una concentraci6n del 25 ', 6, esto podría

dificultar la observaci6n del punto final, otra posibilidad podría

ser que la concentraci6n de endotoxina fuera menor que la requeri

da por los animales para presentar una respuesta febril y que el

mItado 1 in vitro 1 al ser más sensible ( Tabla # 7 ) lo haya de

tectado. 

La tabla h 2 nos muestra los resultados obtenidos con el factor

antihemofílica, en este caso las 5 muestras fueran positivas cuan

da se probaran sin diluir en el mStodo 1 in vitra 1, aquí la dilu

ci6n requerida fuá de 1: 1C para que existiera una correlaci6n con

el m6todo 1 in vivo 1. En este caso puede que existe una activa— 

cí6n de la gelificaci6n por alguna substancia presente, nudiendo

ser el fibrin6geno remanente del proceso de separaci6n a bien la

substancia en sí, ya que se ha observado que algunas substancias

provenientes de la sangre tienen reacci6n cruzada con la reacci8n

de gelificaci6n y puede ser que este efecto se veo disminuído por

la diluci6n. 

La tabla ¡ 7 3 nos presenta los resultados obtenidos con las solu- 
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ciones que se aplican en gran volumen, se trata de soluciones de

alectrolítos que no contienen substancias activadoras ni iñhibi- 

doras y la concentraci6n de Istos es baje, se observa una correla

ci6n del 100 .. 

En el caso de los antibi6ticos ( Tabla i 4 ) se observ6 que una

muestra fuá positiva en el método 1 in vitro 1 en tanto que fu6

negativa en el método ' in vivo 1. 

Los resultados obtenidos con gammaglobulina humana y equina ( Te - 

blas 1 5 y 6 ) nos muestran que en la primera se ibserva una

correlaci6n del 100 ', y en la segunda se observan 2 muestras p2

sitivas solo con el método 1 in vitro 1, así como que la única

muestra positivo 1 in vivo 1 también fuá riositiva' ín vitro'. 

La correlací6n entre ambos métodos empleando estas proteínas se

observa que es mayor que en el caso de la albúmina, la concentra

ci6n promedio de éstas es de 1G. 5 . y parece que no es necesario

diluir como en el caso de la albúmina. 

La tabla i, 7 nos muestra la sensibilidad de ambos métodos a una

endotoxina en particular, siendo en este caso de E. cal¡, observán

dose que la sensibilidad del método ' in vitro ' ea varios veces

mayor que la del método ' in vivo 1. 
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CONCLUSIONES

La pruebe ' in vitral no se recomienda como un substituto del m6todo

1 in viva' porque la reacción de gelificaci6n se produce casi específi

cemente con lipopolisacbridos de bacterias Gram negativas y aunque se

ha observado que hay reacción de gelificaci6n con el peptidaglicano de

bacterias Gram positivas ( lG3 ), se requiera una concentración muy el

te de este material para producir una respuesta positiva con este m6to

da ( 1, 0nO a 400, 000 veces mAs alta que le requerido en el ceso de le

endotoxina ), por la que no es utilizable para detectar en forme prácti

co este tipo de contaminación. 

utro tipo de substancias de origen fóngica y viral, que causan aumento

en la temperatura, no son detectadas por este m6todo. 

TambiAn se observa que en el mátoda ' in vitrol en relación con el méto

do ' in vivo' existen pruebas falsas positivas y falsas negativas en

especial con materiales biológicos ( albúmina, gammaglubulina ), en es

te estudio no se observaron falsas negativas, pero es lógica pensar

que estos materiales puedan estar contaminados con otros tipos de pir6

ganas, no sola con endotoxinaB. 

Existen substancias que Inhiben la reacción de gelificaci6n inespecífi

cemente como son timerosal a concentraciones mayores de M -, cloruro

de benzalconio a concentraciones mayores de 0. 01 %, gluconsta de calcio

0. 67 mal/ litro; dado que esta puede suceder, se podría pensar que en la

preparación farmaceática la inhibici6n se debe el vehículo a conserva— 

dor y no el compuesto activo; por lo que para evitar este tipo de resul

todo se debe realizar una pruebe de control con endotoxina V la substan

cia para detectar inhibición inespecífico. 
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Las pruebas falsas positivas pueden deberse a la presencia de

substancias que por sí mismas activan la formaci6n del gel como

son trambine, trambaplestina, palinucle6tidos sintéticas como

el paly- 1: poly- U ( 35, 166 ); así como la concentraci6n de pro- 

teínas que podría producir alguna dificultad en la observaci6n

del punto final a algún cambio de sensibilidad, pudiendo ser

necesario diluir la muestra pare evitar este efecto. 

Siendo el método ' in vitrol más sensible, quede detectar concen

traciones de endotoxina que los conejos no detectan y que inyec

tados al hombre pudieran ser causa de alguna reacci6n; el porqué

de este fen6meno eón no se ha explicado, Va que se acepta en la

literatura ( 10 ) que las reacciones del conejo y del hombre a

la presencia de pir6genos son semejantes, los resultados obten¡ 

dos entre los diferentes laboratorios en pruebas ' in vivo' difie

ren de un laboratorio a otro, este tipo de comportamiento puede

deberse a variaciones individuales de sensibilidad en los anima

les. 

En suma, en este tipo de productos bioAgicos el método ' in vitrol

puede ser útil para detectar la fuente de contaminaci6n por ando

toxina como una prueba de control de calidad, ya que con este

método se pueden llevar a cabo un gran nómera de pruebas todos

los días, pero no puede ser recomendado pera reemplazar el méto

da ' in viva' ya que para fines prácticas sola detecta liPOPc)li- 

sacSridos de bacterias GrBm negativos y no otra tipo de pir6ge- 

nos. 

Existen substancies como son los agentes utilizados para la quimin

terapia del cancer en las que Es necesario aplicar el método
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in vitrol para llevar n cabo la determinaci8n de contaminaci6n por

pir6genos, este es el caso de la L- asparaginasa que es una enzima

antileucámica y que tiene efectos muy t6xicos para el conejo, ya

que su administraci6n a estos animales les produce fiebre, nausee, 

vomita; por lo que no puede ser utilizado este m6todo para efectuar

la detBrminaci6n. 
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