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CAPITULL I



INTRUDUCION,

La administracifn parenteral de férmecos contaminados con pirfgenos
puede producir fiebre, escalofrfos, leucopenia y reacciones severas
nue pueden ser f=tales., Las endotoxinas reciben este nombre porgue
su actividad pera procducir fiebre fué la primera actividad biolégica
rue se conocif ( 35 ).

Las endotoxinas son no dializsbles, muy resistentes gl calor y muy
potentes, no son destruidas por la esterilizacifin en autoclave que
destruye bacterias y esporas bacterianas; debido a ésto una solucifin
estéril para uso intravenoso puede contener suficiente pirfgeno para
causar fiebre y otros cambios patolboicos ( 28 ).

feto hace necesario hacer pruebas para detectar la presencia de piré
genos en las substancias psra uso parenteral,

La primera prueba para detectar pirfgenos gue se empleb en E.U./ . se
realizf en 1944 y en ella se emplearon conejos. A pesar de los descu
brimientos sobre la quimica y fisiologfa de los pirfigenos, esta prue
ba ha permanecido pricticamente inalterable. Entre las razones que
se tienen para buscar otros métodos para detectar contaminacifn por
pirfgenos se encuentran:

El método de determinaci6n en conejo depende: de la dosis por kilogra
mo de peso y es especifica para cada preparacifn, hebiendo variaciones
entre los diferentes paises; cde la sensibilidad individual de los ani
males a los pirfigenos, ya cue éstz es variable; del costo que supone
mantenerlos en condiciones Hptimas para llevar a casbo la prueba, los
conejos pueden ser usados varias veces sflo en el caso de que 1las

substancias oue se utilizan no sean antigénicas, si saon antigénicas
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no se deben utilizar los mismos animeles; tampoco se pueden utilizar
substancias gue produzcan reaccifn cruzeda, ademfs de que los anima
les gue presentan reaccifin positiva, deben ser utilizados solamente
hasta 3 semanas después ( 10 ).

También existen substancias gue no pueden ser probadas en conejo
como son los agentes utilizados pars la quimioterapia del cancer como
L-esparaginasa pues, su administracifin en los animeles produce fiebre,
naliseas y vomito ( 116 ).

En vista de estos problemas se han buscado otrass prusbas para detec
tar contaminacibn con pirfigenos, siendo el lisado de amebocitos de
Limulus una de ellas,

La prueba de lisado de esmebocitos de Limulus para detectar pirfgenos
( endotoxinas ) fué descubierta en una observacifin reportasde en 1956
por el Dr, F, Bang, gue descubrié que las infeccionas causadas por

bacterias Gram - en el cangrejo Limulus polyphemus producian coaguls

cifn intravascular fatal para el animal ( 9 ),

Levin y Bang demostraron posteriormente que este fenfmeno se producia
especificamente por accién de la endotoxina sobre los elementos celu
lares sanguineos y que la porcifin sensible a la endotoxina se encuen
tra localizada en los amebocitos que son el Gnico tipo celular presente
en la sengre de estos animaeles ( 87 ). Con el descubrimiento de que
N-etilmaleimida previene la agregamcifn de los amebocitos y permite el
lavado de las célules, prepararon un lisado y observaron que fuf un
indicador muy sensible de la presencia de endotoxinas.

Trabajos posteriores de Cooper ( 34 ), Hochstein ( 68 ), Jorgensen

( 75 ) y otros investigadores sobre aislamiento y preparacifn de los
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amebocitos, permitieron la deteccifn rutinaria de endotoxinas en un
rango de picogramos,

El presente trabsjo se hizo con el objetoc de comparar ambos métodos
y pera saber si la prueba de lisado de amebocitos de Limulus puede
ser utilizada como substituto del método de determinacifn de pirfige
nos en conejo, ya que se ha visto que este método presenta algunas
desventajas como son el depender de la sensibilidad de los animales,
el costo y la existenclia de substancias gue no pueden ser probadas
con este método.

En la prueba de lisado de amebocitos de Limulus no se presentan estas
desventsjas, ya que su costo es menor, no depende de la dosis, es un
método gue requiere menos tiempo para su realizacifin y se pueden ana

lizar substancias gue no pueden ser probadas por el método anterior.



CAPUTULL II



GFNERALIDADES

1.- La célula bacteriana
A) Estructura

Membrana citoplésmica. Esté compuesta de fosfolfipidos y proteinas,
es la barrera fundamental del organismo y tiense las siguientes funcig
nes:
a) Permeabilidad selectiva y transporte de solutos hacia el interior
de la célula.
b) Transporte de electrones y fosforilacifn oxidativa en las especies
aerobias,
c) Excrecifn de exoenzimas hidroliticas.
d) Funciones biosintéticas ( 84 ),
La estructura medias es menos compleja y provee el soporte mecénico s
la pared celular, es una estructura entrecruzada y se trata del
mucopéptido o peptidoglicano. 5Su destruccifn con lisozima o enzimas
autoliticas sensibilizs el orgenismo al chogque osmbtico; ademfs de
esta proteccifn, la pered celular desempefia un papel esencial en la
divisién celular funcionando como base para su propia biosinte:cis
7250728
Estas estructuras se encuentresn tanto en organismos Gram + como Gram -,
La diferencia entre las bacterias Gram + y Gram - reside en la pared
celular., Las primeras, ademfs del peptidoglicanc, estén compuestas
por Acidos teicoicos, con la tincién de Uram se tifien de color viole
ta por la afinidad gue tienen a los colorantes bfsicos y su propiedad
de retenerlos debido a la presencia de ribonucleasto de magnesio gue
forma un complejo con el colorante y el lugol siendo insoluble en

alcohol-acetona ( 117 ).
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La estructura superior es exclusiva de organismos Gram - , contiene
los pirfigenos guimicos m&s comunes, los lipopolisacéridos. Su estruc
ture es fosfolipidica y presents protefnas, probablemente no tenga
funcibn de trensporte activo, pero es relativamente permeable por
igual a moléculas pequefias con o sin cerga, sin embargo, bloguea le
penetracifn de moléculas de gren tamafio, de agui la resistencia rela
tiva 8 antibifticos como sctinomicina. Esta estructura es el contacto
que tiene el microorganismo con el medio, en ella se encuentran los
receptores para virus bacterianos; para bacteriocinas y la especifici
dad antigénica o el antfgeno O ( 72,173 ).
En el especio periplésmico se encuentran las enzimas hidrolfticas ya
que la membrana exterior es une barrera que impide se liberen las pro
tefnas periplésmicas al medio ( 59 ).

2.~ Endotoxinas

R) Composicifin gquimica, 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 ).
Su naturaleza guimica es de lipopolisacfridos, muestran una gran ten
dencia a formar agregados o complejos con otras moléculas y es posible
gue se encuentren en forma de complejos en la pared celular y no sea
producto de la extraccifn. Las endotoxinas no se extraen en forma de
monSmeros,
Las endotoxinas estén constituidas por 2 componentes principalmente:
1ipidos unidos covalentemente y heteropolisacéridos, encontrandose
tambifn un bajo porcentaje de protefnas, asi{ como fhsforo y otros

constituyentes inorgénicos como calcio, magnesio y sodio ( 115 ).
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El polisacérido consiste en la mayoria de los cesos, de un nGmero
grande de diferentes carbohidratos, se han encontrado 30 diferentes
azlicares siendo los m&s asbundantes glucosa, galactosa, glucosemina,
L-glicero-D-manoheptosa y écido 2-ceto-3-desoxiocténico, hexosaminas
y diferentes desoxiazlcares ( 27 ),

La parte lipida estf formada por fcidos grasos gue tienmen una longi
tud de cadens de C1D a 822, saturados e insaturados, los 4cidos de
nimero impar se observan en pocos casos ( 26,56 3650)¢

Las proteinas presentan una mayor cantidad de aminofcidos de resccifin
6cida ( Acido aspértico, Acido glutémico ) que bAsica ( Arginina, 11
sina ) y poca o ninguna cistefna ( 163 ).

Es posible dividir la moléculs de endotoxina en 3 reqiones g componen
tes:

a) La regi6bn lipida b).la parte nuclear c) £1 polisac&rido O

a) La regién lipida se obtiene con la hidr6lisis f4cida gque rompe 1la
molécula de endotoxina en un polisachrido soluble degradedo, P-etano
lamida y una fraccibn gue precipita y contiene f6sforo denominada
14{pido A, Este es una mezcla de algunos compuestos cuimicos mfs que
una estructura gquimica definida ( 45,168 ).

La estructura b4sica del 1{pido A esth formada por unidades de
diglucosamina unidas entre s{ por enlaces glucosfidicos 16 y que
estén unidos por enlaces 1 >4 fosfodiéster. ( & fosfoglucossminil A
1—6 glucosamina, 1 fosfata ) ( 1,58,125 ).

Tres de los grupos hidroxilo del disacérido se encuentran esterifica
dos con &cido lhurico, palmftico y mirfstico. E1 grupo hidroxilo de

la posicifn 3' est§ unido & la porcifn polisachrido de la moléculs.
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Los grupos amino de los residuos de glucosamine estén substitufdos

por el &cido - -hidroximiristico siendo éste, un componente exclusi

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

Esta combinacifn de 6&cidos grasos y grupos fosfaeto causa que esta
parte de la molécule tenga propiedades anblogas a los fosfolipidos
(R55)1S

b) La parte nuclesr se encuentra en la porcifn media de la molécula

de lipopolisacérido unido a la regifn 1lipida y @ la regifn de especi
ficidad asntigénice O, Esté constituida por azlicares, grupos fosfato

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

5u estructura es probablemente idéntica o muy similar en varios sero
tipos de Salmonella sp ya que es especifice de grupo; en otros géneras
como Escherichia sp hay algunes diferencias estructurales ( 125,168 e
Es una parte comdn de los nficleos de polisachridos de enterobacteries
1a gue contiene 2 moléculass de heptosa unidas por un lado a una porcidn
gue contenga residuos de glucosa, galactosa o glucosamina, al otro la
do esté unido a un trisacérido de 2-ceto-3-desoxioctaneto ( Kuu ),
tembién existen 2 grupos fosfato en la porcifn de heptosas, pero no se
conoce si act@ian como unifn en las cadenas vecinas ( 45 ).

c) El polisechrido L es la Gltima regifn, contiene las cadenes U especi
ficas que confieren la especificided inmunolfigica del lipopolisacérido
y de la bacteria respectiva., Estén formadas por secuencia repetids de
azlicares que pueden ser lineales o contener 1 o més ramificaciones, el
largo y la composicifn de estas unidades varia en los diferentes sergo
tipos, ya que estas cadenas son especifices de especie ( 45,125 ).

Estos entigenas juegen un papel significetivo en la interaccibn inmune
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de la bacteris y el huésped, son responsasbles de las anticuerpos
antibacterianos estimulados por la inmunizacibn de animales y el
hombre por bacteriss vivas, muertas o sus extractos.
tsta regifn se encuentra en las formas patfgenas 5 y estf ausente
en las formes mutantes R que no son patfgenas ( 52¢125,9600 ),
Estas mutantes sintetizan lipopolisacéridos gue no tienmen la cade
na U especifica y slgunas partes adicionales del nlicleo, pero con
excepcifn de la antigenicidad U, las mutantes retienen todas las
propiedades de endotoxicidad y pirogenicidad de las formaes S5 ( 26,
64,65,125,126 ).
El calcio, magnesio y otros cationes divslentes pueden estar involu
crados en la unifn de las subunidades del lipopolisachrido ya que
se ha observado que éstas tienden a agregarse en presencia de estos
cationes, tambifn se cree gue estén involucrados en la unifn de la
endotoxina a otros componentes de la pered celular, ya que ls remg
cibn de toxinas de lz pared celular por EDTA gue puede secuestrar
estos cationes, hace pensar en esta posibilidad ( 45,168 ).

B8) Relacifn de las partes estructureles y funcibn biolBgics
Se han hecho estudios pere determinar qué componente de la molécula
de lipopolisachrido es el responsable de la endotoxicidad: el 1ipido
A, el polisacérido o ambos.

Se han hecho estudios en una mutante, Salmonells minessota Re

cuyo lipopolisacérido contiene solo 1fpido A y KDO. Se encontrf gue
gste fué tan zctivo como los lipopolisacéhridos obtenidos de la forma

S, indicando gue la parte polisascérids no es esencial para la endotoxi

cidad. 5in embosrgo por su caracter lipofflico el polisacérido unido
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al 1{pido A puede hacerlo mhs soluble o puede tener influencia en la
configuraci6n del l{pido A y como consecuencia ejercer una influencia
indirecta en las reacciones endotfixicas ( 160 ).
El 1ipido A representa el centro tfxico de la endotoxina, ésto se ha
determinado probando su actividad biolbgica en la forma de complejos
solubles con acarreadores hidrofilicos como alblmina sérica bovina.
Se encontrf que estos complejos exhiben actividad endotfxica compara
ble a las formas R, por ejemplo su capacidad para producir fiebre,
necrosis cde la médula fsea e interaccifin con el complemento, como se
ha observado por la reduccifn en ls actividad hemol{tica del suero
de cuyo ( 55, 124 ),
De estos resultados es evidente gue el principio endotfxico se encuen
tra en el 1i{pido R y gque para una activided fptima, el lipido A
hidroffibico requiere un scarreador solubilizante ya gue en su estado
insoluble no tiene actividad anticomplementarie ( 115,159 ).
Por oira parte se piensa gque este acarreador puede causar la exposi
cifn de un grupo tbxico hipotético o bien la estabilizacifn de wuna
configuracifn téxica.

C) Teorias sobre el principio t6xico
Hipersensibilided.- Stetson comparf el fenfmeno de Arthus y la reaccion
local de Schwartzman, notando en el estudio histolbfgico de la piel y
los tejidos cercanos a la inyeccibn intradérmica cembios parecidos a
los observados en las reacciones intradérmicas. Estableci6 también
que los efectos endotfxicos como fiebre, choque y la reaccibn de
Schwartzman pueden ser reproducidos experimentalmente por interaccibn
de antfigenos no tfxicos con sus correspondientes anticuerpos ( 149,

150,151,152 ).
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Farr encontrf cue la sensibilidad s los antfgenos proteicos result?
en una curva de fiebre bifésica, similar a ls producids por’endotuxi
nes ( 47 ).

Malkiel descubrif gue se puede inducir una reaccifn anafiléctica en
el ratén por una endotoxina de g, pertrussis ( 92 ),

2e ha ssumido gue los animzles normales estén hipersensibilizados
contra bacterias Grem - y le existencia de este estado de hipcrsensi
bilidad en el hombre y animzles, ©s el responscble de todass les
reacciones endotfxicas ( 24,82 ),

-e ho observedo cue los complejos fig-fc producides ' in vitro ' o
removidos de la circulecifn, son pirogénicos cuando se administran

2 enimales normales ( 127 ). La incubscidn de estos caomplejos con
células normeles ' in vitro ' libera pirfBigeno endfgeno, entonces
parece ser cgue estos complejos sun un zctivador de los granulocitaos
parn la produccifin de pirfgeno endfigeno ( 7 ).

Tembién se he observado esta respuesta en animales sensibles a la
penicilina, cstos =znimeles responden con fiebre & la inyeccifin de
conjugados de penicilina-suero y este reactivided también puede ser
inducida en snimeles normales por transferencia pasive de suero de
animales hiperinmunes, las células de los animales normales liberan
pirfgeno endfgeno cuando son incubadas ' in vitro ' con el compuesto
penicilinico vy en presenciz de suero de znimales sensibilizados

€6 )

Relacibn del tamafic de la psrtfcula y ls endotoxicided.- Ribi y col,
pretenden gue se requiere un cierto tamafio de partficula pars las
manifestaciones tHxicas. En estudios emplesndo la degradacifin

mediante hidrflisis Acida se encontrf gue en un cierto tamafio de
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particula la preparscifn no es tbxica. ARislé también un hapteno del
protoplasma de E. coli bilolfgicamente inerte, cuya composicién gquimi
ca era similar a le endotoxina activa y de peso molecular mucho més
bajo ( 2,97,123,132 ).
La hip6tesis explica que la fnrmacifn de endotoxina activa & partir
de este hapteno inactivo ccurre a través de la polimerizacifn de las
unidades en un complejo activo, que ahora tiene el tamafio necesario
para producir rescciones t6xices. fs{ mismo observl cue la endotoxina
tratada con NAD mostr6 degradacifn y pfrdida simulténea de la piroge
nicidad. La dilucifn o le diflisis permiten ls recombinacifin de las
unidades con ls recuperacifn de sus propiedades biolfgicas y suponen
que laz organizacibn micelar de las subunidades resulta en una molécula
activa ( 133 ).
Se debe tomar en cuenta gue les subunidades pueden estar en complejos
con agentes como N4D o protefnas y pueden enmascarer su reactivided
o bien inhibirla ( 115 ).

D) Propiedades biolbgicas
Efectos en la sangre:
Leucocitos.- La administracibn intravenosa de endotoxina a humanos
produce leucopenise transitoris seguida por una marcada granulocitosis.
El grado y la duracifin de la leucopenia es dependiente de la dosis
y se muestra como el resultado de un decremento en granulocitos
debido a gue los circulantes se marginan en el endotelio de los capi
lares,
La granulocitosis es dependiente de una reserva adecuada en la médula

gsea y un mecanismo adecuado de liberacifn de granulocitos ( &, 93 ).
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Parece que existe activacibn de un factor liberador de leucocitos
debido a la inyeccifn de endotoxina, o sea gue todo hace SUponer gque
la inyeccifin de endotoxina incrementa la produccibn de un factor
estimulante que puede regular la granulocitopoyesis ( 23, 119 ).
Egtudios ' in vitro ' muestran cue la endotoxina en presencia ds
complemento, es ingerida o se adhiere a los granulocitos e induce

una serie de cambios metsbflicos perecidos s los asociados con la
fagocitosis ( 32 ).

Flaguetss.- e ha observado trombocitopenia en animales experimenta
les después de la administracifn de =ltas dosis de endotoxinas. La
trombocitopenia es debida probsblemente a la agregaci6n de plaguetas,
despubs de la cual hey una degranulacifn que da por resultado el
incremento de lz actividad del factor 3 de les plaguetas ( 33, 70,
94, 137, 149 ),

Coagulacibn intravascular.- Esta es una complicacifn importante en la
septicemia czusada por bacterias Gram - en el hambre ( 172 ).

La evidencia experimental indica gue la endotoxine puede causar la
coagulacibn por 2 caminos diferentes:

a) La interaccibn entre las plaguetas y endotoxina libera el factor

3 de las plaguetas cue en presencia de calcio y el factor vV, actlan
en la activecifn del factor X pera formar tromboplastina que transfor
ma protombina a trombina ( 70 ).

b) La endotoxina puede activar directamente el factor XII, el componen
te inicial del sistema de coasgulacibn intrinseco. La activacifn ocurre
por la formacifn de un complejo entre la parte l{pida y el factor AII

( 100 ).
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Complemento.- Se ha observado gue la endotoxine es capaz de activar el
sistema del complemento por ambas vias; la clésica y la alterna.

El complemento puede ser activado sin la participacibn de anticuerpos
o de sus primeros componentes ( C'1,C'4 y C'2 ), Se ha demostrado que
la endotoxina causa la formacifin de una Cj-activadcr-cnnvertasa que
transforma al prnactivadur-C3 en una enzima capaz de unirse a C3.

Los productos biolfgicos activos, generados después de la activacifn
del sistema del complemento, efect(ian cambios en el sistema de coagu
lacifn, en la permesbilided vascular y en la reactividad del msculo
liso ( 52,96 ).

Efectos en el sistema vascular:

La intersccifn de la endotoxina en el sistema cerdiovascular y la
produccifn de choque se han investigado en forma extense ( 157 ).

£l sindrome de choque endotfxico, comienza con una septicemia causada
por una bacteria Gram - y la endotoxemia resultante. La endotoxina
reacciona con leucocitos, plaguetas, el sistema del complemento vy
otras protefnas del suero mostrando un incremento en los niveles séri
cos de enzimas proteolftices y ciertas substancias vasoactivas como
son histamina y serotonina ( 66 ),

Esto da como resultsdo acumulacifin de sangre, principalmente en los
vasos pulmonares, hay incremento de la vasoconstriccifn periférica
con resultado de perfusifn pobre a los tejidos ( 129 ),

Le potencis cardiaca disminuye por una accifin depresive directa de la
endotoxine el miocardio y por descenso en el retorno venoso, secunda
rio a le acumulacibn de sangre. Esta disminucifin inicia una serie de

eventos ciclicos gue comienzan con una cafda de la presifn arterial
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y perfusifin periférica, se observa una liberacibn de las catecolaminas
endfigenas para compensar la falla en la presifin arterial, sin embargo
E£stas producen constriccifn arteriolar y se observa enorexia y acidosis
en los tejidos que es causa de congestifn y dilatecifn capilar qus
completa el ciclo y acentlia la disminucifin del retorno venoso y poten
cia cardiaca.

Con el tiempo, la hipoxia celular produce ruptura lisosomal encontrén
dose lisis celular con propagacifn de dafio celular y muerte ( 29,31,
129890

Un rasgo csracteristico se este sindrome es la coagulacifn intravascu
lar, afin no se conoce si este sindrome es una ceusa o efecto de chocue
endotfxico, pero la hemorragia localizada o generalizada debida al
consumo de los fectores de la coagulacifin, intensifica la condicifin

de chogue.

£l objeto de la terapia es romper estos efectos ciclicos, restsurando
y manteniendo la integridad de la microcirculscifn. En el hombre, el
tratamiento més efectivo es el uso de antibifticos especificos y medi
das de soporte como reemplezo adecuado de fluido y mantenimiento de

la respiraci6tn ( 30,51,118 ).

Efectos en el sistema endficrino:

Es muy conocida la reactividad de las endotoxinas en los ejes
hipotalémico-pituitario-adrenal, La endotoxina tiene un efecto selectl
vo en el sistema hipotflamo-pituitaria cesusando ls liberacibn de la
hormona adrenocorticotrbfpica ( ACTH ) y la hormona del crecimiento,
pero no tiene influencia en la liberacifn de la hormona luteinizante

( LH ) ¢ 27,53,81 ).
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£1 sitio de accibn de la endotoxinea no ha sido bien establecido. Hay
evidencia de que la endotoxina puede derivar hacia el hipotélemo me
dio y actuar directamente sobre la gléndule pituiteria para liberar
ACTH, después de 2 horas de inyectada la endotoxina, se puede obser
var una elevacibn significativa del cortisol plasmético. La fiebre y
otras tensiones no especifices asociadas no parece que estimulen le
liberacibn de este hormona ( 91,95,98,161,163,169 ).

Fen6meno inmunolégico:

ihite establecif que los polisechridos somfticos de la endotoxine en
la superficie de las bacterias Gram - confieren = estos organismos
sus especificidades serolfgicas caracteristicas ( 162 ).

El polisachrido U es un antigeno potente que puede estimular la
formacifn de anticuerpos en animales, en cantidades de submicrogra
mos ( 134 ),

La respuesta inmune es caracteristica, 3 o 4 dfas después de 1la
inyeccifn intravenosa, los anticuerpos circulantes son medibles
obteniendo su concentracifn méxima en 6 a 8 dias,

Los anticuernos que se forman inicislmente son principslmente 1IgM,
los tipos IgG e IgA se presentan pocos dias después ( 130 ).

utra propiedad gue presentan las endotoxinas es la de aumentar la
mitogenicidad de los linfocitos. Esta respuesta parece gue es exclu
siva de las cflulas o y parece gue no esté medisda por mecanismos
inmunolégicos ( 57,139 ).

Se ha estudiado el efecto adyuvante de las endotoxinas, observéndose
lo siguiente:

a) Un incremento en los t{tulos de anticuerpos
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b) Aumento en el nimero de células productoras de anticuerpos

c) Eliminacifn scelerada del antfgeno

d) Disminucifn del perfodo de latencia ( 74, 112 ).

Fenfmeno de Shuwartzman:

51 a un conejo se le inyecta intradérmicamente la endotoxina y si

el mismo material es inyectado intravenosamente 24 horas después,

se observe el desarrollo de una lesién necrbtica y hemorragica en

gl sitio de la inyeccifn intradérmica ( 138 ).

La reaccibn no es especifica ya gue se pueden utilizar endotoxinas
de diferentes microorganismos en les inyecciones, observéndose el
mismo efecta ( 45 ).

La reaccifn generalizada de shwartzman requiere en el conejo de 2
inyecciones intravenosas espaciades cominmente con un intervalo de
2, horas. Se observa necrosis cortical renal bilateral seguida de

un acGmulo de fibrina, secundaria a la coagulacifin intravascular;

en este mecanismo estén involucrados productos del granulocito

como el factor promotor de la coagulacifn ( 69,83,120,148 ).

£fectos en el metabolismo:

Carbohidratos.- La inyeccifn de endotoxina en animales produce una
hiperglucemia gue es seguida de un decremento ripido de azlicer
sanguineo a niveles hipoglucémicos y disminucién del glucfgenc hepéti
co. En el ratébn, la hipoglucemia es de tal severidad oue puede causar
la muerte ( 73,136 ).

Lipidos.- La inyeccifn de endotoxina en conejos produce hiperlipemla
que se caracteriza por un aumento répido y transitorio de fcidos gra

sos. A las 24 horas hay elevacifn de los niveles séricos de coleste
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rol, fosfolipidos y triglicéridos ( 67 ).

Minerales.- Se ha demostrado hipoferremia proporcional a la dosis
cuando se inyecta endotoxina en el hombre, con un decremento méximo
en 8 o 10 horas después de la inyeccifn ( 43 ), suponiendose que

hay un decremento en la capacidad sérica de unifn con el hierro ( 78 ).
Resistencia inespecifica a la inyeccibfn.- La administracifn de
endotoxina puede alterar ls resistencia a la infeccifin bacteriana

( 18,131 ), fGngica ( 79,80 ) y viral ( 135,156 ) en diferentes espe
cies animales.

tste cambic en susceptivilidad se caracteriza por un incremento
transitorio de Esta llamado fase negativa, seguido de un incremento
de la resistencia no especifice 8 ls infeccifn, el mecanismo no es
claro pero hey una actividad aumentads en el sistema retfculo-endote
Mel y los macr6fagos ( 3 ) hay granulocitosis ( 33 ) y cambios en
el metabolismo del hierro ( 44 ),

Tolerancia.~ Cuando las endotoxinas se administran a hombres y anima
les en dosis subletales repetidas, se observa una disminucifin progre
siva de sus efectos biol6gicos especialmente fiebre ( 13 ).

La tolerancia producida no es especifica, ye cue se puede inducir
reaccifin cruzada con endotoxines de microorgesnismos no relacionadas
serolfgicemente. Esta propiedad diferencis a las endotoxinas de otros
pir6genos, como por ejemplo, algunos pirfgenos de hongos patfigenaos
no producen tolerancia, en tanto que en otros la tolerancis es muy
especifica ( 25 ). P

El mecanismo de produccifn de tolerancis afin no se conoce; se ha

observado que hay trerfisferencia pasiva de tolerancie a conejos, por
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lo gue algunos investigedores sugieren gque alguna fraccibn globu;iv
nica del suero, una 19 S es lz responsable ( 60, 158 ).

3.~ Pir6genos

A) Introduccibn

Le fiebre resulta de una alteracifin en el sistema regulsdor de la
temperatura corporal que se encuentra en el hipotélamo.
Estudios en pacientes febriles indican que el punto alrededor del
cual se mantiene la temperatura del cuerpo, usualmente se elevas
dursnte el acceso febril.
Cuando las 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 ( 88 ).
Los pirfgenos se han dividido en:
a) Pir6genos exbgenos.- Son agentes externos como las endotoxines
b) Pir6genos endbgenos.- Son substancias derivadas de los tejidos
del animal huésped, se llaman también pir6gsnos leucocitarios ( 37 ),
Los pir6genos pueden producir fiebre nor:
a) For accifin directs de la endotoxine en el centro termo-regulador
del cerebro; esto se basa en gue la inyeccifn de endotoxinas dentro
del sistema nervioso central produce fiebre con dosis mucho mencres
que las producidas por inyeccifn intravenosa ( 17 ).
b) Por accifin indirecta; la respuests que se observa después de la
inyeccifn intrsvenosa y antes del atague febril, sugiere gue se
lleva a cabo alg(in proceso intermediario en el cuerpo ( 42,59,128 ).
Primero se observa un perfodo de latencia que fué establecido en

voluntarios humsnos mediante la medides cuidadoss de la temperstura
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del cuerpo y el fluido sanguineo de la piel, se encontrf que fué
sproximademente 1 a 2 horas antes del aumento de la temperatura.
La duracifn de este perfodo es dependiente de la dosis (1670
Cuando se incubf una alicuota de sengre con la misma dosis de
endotoxina usada en los experimentos anteriores y se inyectf esta
mezcla por la misma via, la respueste febril se observfé en un
lapso de 15 a 20 minutos ( 56 ).
Evidentemente la endotoxina ha interaccionado ' in vitro ' con las
células del hubsped. El dafic causado libera ciertos materialaes cg
mo son pirfigeno endbgeno y probablemente otros que producen una
reaccifn en cadena ( 168 ).

8) Estudios 'in vive' e 'in vitro'
a) Estudios 'in vivo'
Se ha encontrado en animales un pirfigeno endfgeno circulante, en el
huésped sensible, durants infecciones bacterianas y virales, después
de 1a administracifn de endotoxina, particulas de pléstico o antige
nos., En el hombre, el pirfigeno endbgeno se ha demostrado despufs de
1e administracién de endotoxinas, pero no se ha encontrado en fiebre
natural, probsblemente porque el pirfgeno andfgeno se encuentra en
baja concentracifn en la sangre y en el hombre hay limites en los
volGmenes que pueden ser removidos experimentalments ( 55,141,142 ).
Snell ha demostrado que el pir6geno endbgeno se encuentra en concen
traciones altas en exudados inflematorios y se ha obtenido en pacien
tes febriles gue presentan carcinoma renal (12485
Otras fuentes de pirfigeno endfigeno en animales han sido exudados

peritonesles inflematorios, linfocitos del ducto torécico en perito
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nitis pneumococcica, extractos de piel con resccibn de Arthus o

Shwartzman ( 145 ),

FUENTE ESTIMULO

Plasma Infecciones virales y bacterianas
Endotoxines
Particulas
Antigeno

Exudsdos Inflamacifn bacteriana

Linfocitos del ducto

torécico Peritonitis bacteriana

Tumor Carcinoma renal

Carcinoma de ovaric

Piel Reaccifn de Arthus

Reaccifn de Shwartzman

b) Estudios ‘'in vitro'

Los experimentos de incubacifin han definido a las células cepaces
de liberar pirfgeno endfgenoc, el proceso que envuelve a la célula,
su desarrollo y produccifng sin embsrgo, se hace en un medio arti
ficial y los resultedos no pueden ser paralelos a la produccifin
'in vivo',

La informacifn resultante de estos experimentos ha sido bastante
notable ( 7, 144 ),

C) Cé&lulas productoras de pirfigeno endbgeno
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En los experimentos de Bennett, el granulocito fué la Gnica cé&lula
productora de pir6geno endbgeno vy se creyé que si no la Gnica, si
era la mayor fuente de produccibén de pirbégeno endbgeno ( 14,15,16 ).
Las suspensiones de granulocitos liberan pirfigeno endfgeno cuando
son incubedas 'in vitro' con varios agentes microbianos; sin embargo
no se explicaba la fiebre caracteristica observada en pacientes

con enfermedades en donde predominan en la sangre monocitos o macr6fa
gos o sea que hay asgranulocitosis.

S e hicieron experimentos con conejos sensibilizados frente a la
tuberculina con inyecciones intravenosas de BCG. Se obtuvieron 1los
macroffgos del pulmén y se incubasron, se observf la produccifn de
grandes cantidades de pirb6geno endfgeno ' in vitro', También se obtu
vo pir6igeno endbgeno de células mononucleares en exudados peritones
les crfnicos inducidos en conejo por aceite mineral ( 8,143 ); asi
como en experimentos llevados a cabo recientemente 'in vitro' con
células sanguineas de pecientes con leucemia monocitice y agranuloci
tosis, mostréndose que cuando se incubaron con estafilococos muertos
por el calor, liberaron grasndes cantidades de pirfigeno endbgeno
(F200)5

Estos resultados confirman que las c&lulas mononucleares en humanos
también son una fuente de pirfigeno endfgenao.

Las células de Kupffer pueden ser también activadas para producir
pir6geno endfgeno por varios agentes microbisnos incluyendo tubercu
lina y endotoxina; en tanto que los hepatocitos gue no son fagociti
cos, son inectivos ( 40 ).

No se ha demostrado oue los linfocitos liberen pirfgeno endSgeno,
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en preparaciones provenientes de sangre humena, no hay liberscifin de
pir6geno endfgeno 'in vitro' en respuesta a variedad de estimulos, se
sugiere que los linfocitos tienen un papel en la fiebre asociada s
estados de sensibilidad tardfa ys que cuando los linfocitos sbtenidos
de los nfidulos linféticos de conejos sensibilizados a protefnas
heterflogas se encuentran 'in vitro' con el antfgena, parece que libe
ran una substancia no pirogénice gue ectiva a los leucocitos sanguineos
normales para que produzcan pirfgeno endbgeno 'in vitro', esta substan
cia parece una linfocina. La existencia de estos activadores pueds
explicar la patogénesis de fiebre en donde no existe activador exfgeno
aparente, por ejemplo cuando existe inflamacifn sin infeccifn concomi
tante ( 8,41 ),
Las células que liberan pirfgeno endfgeno parece que son aguellas capa
ces de fagocitar; sin emhargo la correlacifin entre la fagocitosis y 1la
liberacibn de pirfgeno endfgeno no es clara ( 20 ).

D) Proceso de activacifin de los leucocitaos
Los leucocitos circulantes, predominantemente polimorfonucleares de
conejo o humanos, no liberan pirfgeno endfgeno dentro de las incubacio
nes 'in vitro' cusndo no se han estimulado con endotoxina o cuando la
fagocitosis no es estimulada, Después de la activacifin, la célula pre
senta cambios metabflicos y morfolfgicos gue también ocurren como
resultado de ingestibn de partfculas, estos cambios incluyen incremen
to en la gluc6lisis, en la respiracifn, se chserva lisis de grénulos
con liberacibn de enzimas hidrolftices dentro de las vacuolas celula
res y también dentroc del medio de incubacifin, La relacifin de estos
eventos y la produccifn de pirfgenc endbgeno dentro de la céluls no

Se Cconoce,

- 29 =



- 0 -

ActivacilOn

frincipio de la producciOn

Precursor de Sintesis Precursor de
= £ PE* L BPE* 2
Fagocitosis - fr presente 7 nueva
- X
Lnzimas 7
=
PR
)
A
e 1.,‘('::

Cambios metabtlicos

Aumento de consumo de U2

Aumento en produccibn de CO

Aumento de gluc6lisis
Lisis de grénulos

No tiene efecto

* PE Pirf6geno endbgeno

1 a 2 horas

3

Actinomicina D
Puromicina
Licloheximida
Fluoruro de sodio
Iodoacetato

2

Final de la produccifin y liberacifn

Despufs de 1 a 2 horas
Precursor de

ol de, PE*
e — P~
//’//’ \\\Enzima-' "
7/ o A

Iodoacetato K P ipES
Actinomicina D i /
fPuromicina \ /
~Cicloheximida \ R

Fluorurc de sodio il e

-Cianuro

Oiagrama esremftico de los pesos gque se llevan a cabo en la produccibn
y liberacibn de pisrGyeno endbgeno por leucocitos humanos estimuledos ( fagocitosis ).



El pirfigeno endbgeno no es detectable en concentraciones apraciabléa
en las células o en el medic de cultivo durante la primera o segunda
hora despufs de la estimulacifn; la produccifn y liberacifn de éste
puede ser inhibida por actinomicina, puromicina o cicloheximida,
agentes gue interfieren con la nueva sintesis de RNA y proteinas
requeridas en este proceso,

Estos inhibidores no tienen efecto cuando se agregan 2 horas despufs
de la estimulaci6bn de la cflula, ya que se ha iniciado la producci6n
de pirfigeno y gque la liberacifin dentro del medio comienza ( 7,21,113,
145 ),

Parece que las c&lulas no necesitan un suplemento continuo de energis
en este peso ya gue cuando se afiade fluoruro de sodio en concentracio
nes que bloquean la glucb6lisis después de las 2 primeras horas, no se
observa inhibicifn de 1a produccifn de pirfigeno. Los inhibidores del
metabolismo oxidativo no evitan la liberacifin, pero agentes como el
iodoacetato v el tiocianato que poseen grupos sulfhidrilos asctivos
son inhibidores efectivos ( 21,22,99,113 ),

Se requiere la estructura celular intacta para ls produccifin y libera
cibn, ya que los homogenados celulares no generan pirfgeno detectable.
Los leucocitos rotos contienen solo una pequefia fraccifin del pirfigeno
liberado por las células intactas dentro del medio despufs de la
estimulacibn ( 72,145 ).

Se sugiere que las cflulas productoras de pirfgeno contienen una molé
cula precursora no pirogénica gue puede llegar a ser pirogénicamente
activa por pasos enzimfticos simples ( 22,58,128 ).

Cespufés de la activecibn, la céluls presumiblemente sintetiza
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moléculas precursoras, las enzimas necesariss o ambas.Se desconocen
muchos pasos hipotéticos.
En el primer paso se cree que hay una alteracién de la membrana ce
lular por el agente estimulante que inicia los cambios en las célu
las que llevan a la producci6n de pirfgenao. No hay una relacifn cla
ra entre los cambios metab6licos y morfolAgicos y la sintesis de la
nueva protefna critica que dirige la liberacifn de pirfgeno. En re
sumen, aungque se han efectuado muchaos experimentos no se he identifi
cado ni la molécula precursora, ni la enzima o enzimas necesarias
para la conversibn de un pirfgeno activo ( 5,8 ),
Se ha estudiado el mecanismo de la liberscifin de pirfigeno empleando
células polimorfonucleares del exudado peritonsal del conejo, se ha
demostredo que las c&lulas comienzan a liberar pirfgeno cuando son
suspendidas en solucifin salina fisiolfigica que carezca de iones pota
slo; la liberacibn cess cuando se afiaden estos iones, También se
observé un incremento en la pérdida de algunas enzimas celulares debi
do a la permeabilidad de la membrana cuando las célules estén libe-
rando pirfgeno y puede ser una condicifn importante para la libera-
ciér ( 19,62,76,77 ).

E) Caracteristicas del pirfgenoc endfgeno
Contiene uniones peptfdicas ya gue se ha visto que su actividad es
destruida por enzimas protecliticas tales como pepsina, tripsine o
pronasa; contiene poce cantidad de cerbohidratos y una cantided doble
de lipidos en relacifn a aquéllos,
El producto més pirogénico de la sangre y exudados tiene un peso 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 pirogéni-

oy RV



cos ( 145 ),
La mplécqla pierde pirogenicidad répidamente a pH slcalino mayor de
8.1 0 8 una temperastura de 56 9% ¢ 101 ).
La estabilidaed de la molécula se ve aumentada en presencia de agentes
sulfhidrilo reductores, sugiriendo gque £stos son esenciales para ls
pirogenicidad, Los pirfgenos producidos por una especie son frecuen
temente activos en animeles de diferentes especies, por ejemple, el
pir6geno endfgeno humano, produce fiebre en conejos.
Las variaciones en estructurs molecular probablemente tengsn diferen
te potencia pirogénica para un pirbBgeno endbgeno dado en diferentes
espacies,
Este material difiere de las endotoxinas por 3 propiedades que son:
1.~ Es 1fbil sl calor
2.~ 5Su incapacided para producir tolerancia con inyecciones rapeti-
das
3.- Su perfodo de latencia ( 140 ),
F) Accibn fieiulégica
Se ha estudiado el sitio de accifn del pirfigenc endbgeno inyecténdolo
en pequefias cantidades en variss partes del cerebro, Se observa fie-
bre de répide aparicifn cuasndo el materisl se introduce en el hipotd
lama anterior pero no en otros sitios como el cersbelo o corteza cere
bral ( 36 ).
Las neuronas termosensitivas se han encontrado predominantemente en
el hipot&lamo enterior. Las &reas gue responden a una inyeccifn local
del pir6geno endfgenc e inducen fiebre, tembifn estén localizadas en

el hipot&lamo antsrior, el pirfigenoc actlia sobre sl érea prefptica an
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terior del hipotflamo en el cerebro, para cambiar su relacifin
temperatura/actividad ( 59,145 ),
El pir6geno endbgeno altera les sensibilidad de clertas neuronas
termosensitivas que act@Gan hacia la periferia a través de vias
termorreguladoras, Las acciones de la pérdida de calor son supri
midas y las de conservacifin de calor son activadas ( 59 ).
El mecanismo preciso mediante el cual el pirfgeno endfgenc alte
ra la funcifn o la clese de neuronas afectadas afin no se conoce.
Se han postulado alteraciones del balance ifnico en experimentos
realizados con gatos, haciendo perfusiones en los ventrfculos ce
rebrales con soluciones de diferente composici6n, se ha observa-
do que la constaencis de la temperatura depende del balance de los
iones sodio y celcio. E1 calcio act@ia como un blogueador que evi
ta el efecto hipertérmico de los iones sodio. Se cree que los pi
rfgencs actfian removiendo el calcio y la fiebre puede ser csusa-
da por el sodio ( 49,50,155 ).
Una nueva &rea de investigacifin dentro de la causa de fiebre se
ha abierto por la observacifn de gue se inducen cambios termorre
guladores profundos por la administrecifén de epinefrina, norepine
frina y serotonina ( 12 ),

G) Mecanismo hipotallmico
Se ha sugerido que el pirfigeno puede hacer que las células del
hipot&lamo anterior liberen un neurotransmisor, serotonina, Esto
puede ser posible porgue esta monoamina se encuentra en concentra
ciones relativamente altas en el hipotflamo y porgue los sumentos

de concentracién en esta parte, se traducen en un aumento de tempe
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ratura de tipo pirfigeno en experimentos reslizados en el gato ( 48 )

y mono ( 102 ),

En experimentos realizados con monos no anestesliados, se encontrfi gue
se liberf serotonina del hipotflamo anterior cuando el animal fuf 80~
metido al frio ( 193 ), aln no se conoce si ests liberscifn es la que
dispera la fiebre cuando se trata de un pirfgeno, sin embargo la evi-
dencla de que este sea el primer paso es fuerte ya gue microinyeccio-
nes de endotoxine o serotonina dentro del %res anterior de un mono pro
ducen hipertermiz ( 104,107 ) y la similitud de la fiebre provocada
por endotoxina o serotonina puede ser la llsve para entender la accifin
local del pirfigeno,

Se observé que la endotoxines causa liberacifn de serotonina de las pla
quetas, la misma respuesta podrfs ocurrir dentro de los capilares del
hipot&lamo anterior ( 71 ). Los minutos de latencia que se observan
después de la inyeccibfn de endotoxina de;tru del hipotf&lamo anterior,
podrian explicarse en base a que la concentracifn local de serotonina
proveniente de las plaguetas debe aumentar més de 3 veces para actuar
en los sitios receptores y provocar fiebre ( 106 ).

Se cree gue la regifn pesterior del hipotflamo también juega un papel
importante en la regulacifn de 1la temperatura, ya que se ha observado
gue cuando es perfundida une solucién de clorurc de sodioc a través de
los ventriculos cerebrales, causa escalofrfo y sumento de la tempera-
tura en el gato conciente ( 49 ), La adicibn de calcio en concentracio
nes fisiolfgicas bloquea la respuesta producida por el cloruro de so-
dio.

La regifn posterior del hipotélemo no es sensible & la eplicacifn de
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serotonina, pero la temperatura del cuerpo puede ser alterada por un
cambio en el balance de los cationes mencionedos en esta regifn. Se
cree gue la relacifin de estos 2 cationes en el flufdo extracelular,
més gque el nivel de cadea uno, gobierna al patrfin de las cflulas para
pantener la temperatura en un punto espec{fico ( 105 ). Se ha obser-
vado que la endotoxina puede disminuir ls concentracifin de calcio sé
rico. La hipertermia es producida por una alteracifn del balance ifni
co de sodio y calcio, en favor del sodio, puede suceder gue ung dis
minucifn de calcio en el suero que fluye a través del hipot&lamo, pro
duzce un aumento en la temperatura o bien, puede ser que la alteracién
del balance if6nico sea solo transitoria y facilitada por la accifn del
pir6geno sobre el sistema intersticial no conocido que mantiene los
constituyentes i6nicos a un nivel constante, tomando en cuenta las va-
riaciones de la concentracibn sérica ( 108 ).

L,- Especie Limulus polyphemus

A) Descripcifn
Es un animal marino que pertenece al phylum Arthropoda, subphylum
Chelicerata, clase Merostomata, subclase Xiphosura,
Su cuerpo se divide en cefalotfrax y abdomen. 5e caracteriza por 5 o 6
pares de apéndices abdominales y por un telson al final del cuerpo. No
tiene antenas y el primer par de apéndices preorzles se llaman quelice
ros.
"pareciendo en el perfodo Lrdoviciano, s6lo 3 géneros y 4 especies com
ponen los Gnicos representantes vivos en la actualidad; una de estas

especies es Limulus polyphemus, Se encuentra en la costa noreste del

océano Atléntico y en el Golfo de México. Los otros miembros de este
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grupo se encuentran a lo lergo de la costa asiftice en Japbn, Cores,
India oriental y Filipinas.

Vive en sgua poco profunda, se traslads a través de la superficie de
la arena en desplazemientos cortos, puede alcanzer una longitud de
60 cm y es de color café obscuro.

El caparazbn es rugoso, tiene forma de herradura, convexo en la par-
te superior y cbnecavo en la inferior,

En el cefalotbrax presenta 5 pares de prntas gue utiliza pars caminar.
Las 4 primeras patas en su parte superior estén srmadas con espinas,
su funcibn es macerar y mover la comida hacis la boca, la parte infe
rior termina en pinza. El Gltimo par de patas no presents espinas en
su parte superior, presenta un conjunto espatulado que se utiliza pa
ra limpier las brenquias,

El Gltimo par de apéndices gue se encuentra en el cefalotfrax recibe
el nombre de guilaria y consiste en una sola articulacifn armade de
pelos y espinas y su funcibn consiste probablemente en macerar y mo-
ver la comida,

L1 abdomen no es segmentado, presenta a cade lado 6 espinas cortas
méviles gue se encuentran en el borde de las parte posterior. Muestra
en su parte inferior 6 pares de spéndices. El1 primer par forms el
opérculo genital, es una estructura larga, membranoss, semejante a
un ala, Los 2 poros genitales se locelizan en la parte baja de esta
estructura,

Posteriores al opérculo genital se encuentran 5 pares de apéndices
modificedos como branquiss, son membranosos y con forma de ala. La
parte interior de cada una de estas estructuras estfé formade por

muchos dobleces con forme de hoja llamados laminillass, estas proveen
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la superficie de intercambio geseoso. Cada branguis contiene aprnximé
damente 150 laminillas, el movimiento de las branguias mantiene una
circulacifn constante de agua sobre elles,

£l telson se encuentra en la perte posterior del abdomen, no es un
telson real ya gue no presenta el poro anal, es sltamente mfvil vy
puede ser usedo para impulser y colocar correctemente el cuerpo cuando
el animel accidenteslmente se voltea. lto es utilizado por el animal co-
mo medio de defensa y el Limulus puede ser capturado y transportado
utilizando el telson.

£l Limulus es un animal que se alimenta de carrofia, consume ademfs
moluscos, lombrices y otros organismos incluyendo elgas que habitan en
el fondo.

En el principio del vereno, durante el apareamiento y la postura, hem
bras y machos se congregan en las zonas alrededor de las costas en
bahiss y estuarios; las hembras cavan una serie de depresiones en la
arens y depositan de 200 a 300 huevos. Los huevos en cada depresibn
son fertilizados par el macho durante su deposicibn., Lespufs los ani-
males apareados se separan y los huevos se cubren de arena y son aban
donados.

Despufs de un tiempo emerge del huevo una larva de aproximadamente 1
cm de largo que tiene una similitud superficial con los trilobites, un
artrfpodo f&sil, es muy activa nadendo y cavando en la arena, el tel-
son es muy pequefio y solo tiene 2 pares de branguias, conforme pesa el
tiempo se llevan a cabo varias mudas, los pares de branquies gue 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 afio de vida ( 11, 63,
S0 e

Los animales marinos habitan en un medio smbiente en donde sxisten
gran nimero de bacterias Gram -.

La inoculacifn de una especie de Vibrio patfgena para el Limulus, o
su endotoxina, pueden causar una enfermedad progresiva carscterizads
por marcada amebocitopenia, coagulacifn intravascular con subsiguien
te pérdida de la coagulacién y muerte ( 9,84 ),

La sangre del Limulus contiene un solo tipo celular, el amebocito;
los amebocitos tienen aproximadamente lss medidas de un macrfrago de
mamifero y presentan grénulos, se ha descrito que tienen un nficlea
que no es aparente hasta gue los grénulos se desbaratan y desapare-
cen durante la coagulacibn.,

La endotoxina del Vibrio causa la aglutinacifn de los amebocitos, se
observa degranulacifin y ruptura de estas cflulas; los grénulos antes
de la ruptura se hinchan y vuelven refrigentes, se observa liberacién
de enzimas gue causan la formacifn de un gel que inmobiliza a la bac
teria gue contiene la endotoxina.

El amebocito tiene un papel muy importante en la coagulacifin. Cuando
se extrae sangre completa del Limulus, se forman répidamente conglo-
merados compuestos de amebocitos agregados, posteriormente este agre
gado disminuye y aparece una fase liquida. Lste material se ha llama
do pre-gel y produce gelificacifin cuando se expone a las endotoxinas
bacterianas ( 84 ), )

El plasma del animal libre de células no es coasgulable, pero esta pro

piedad le puede ser conferide por la adicifin de emebocitos. E1 lisa-
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do celular preparado de amebocitos produce un gel en presencia de
endotoxinas lo gue indica que la protefns que coagula proviene to
talmente de los amebocitos. No se requieren los factores del plas
ma para esta reaccibn. La cinética de la reaccifn entre el lisado
de emebocitos y la endotoxina se estudif midiendo los cambios en
ls densidad 6ptica; los resultados indican que la conversifin de
la proteina en un gel en presencis de endotoxinas es mediado por
una enzima gue se designa como pro-coagulante ( 86,87 ).

8) Mé&todo de obtencién del lisado de amebacitos
Los animales se colocan en sgua corriente y a temperatura smbiente
unas horas antes de ser sangrados, se manipulan de manera gue gue
de expuesta la membrana entre los segmentos torAicico y abdominal,
esta frea se limpiz con alcohol al 70 ¥. La agujz se inserta den-
tro del seno ventral de la céhmars cardi{aca. Uespués de la puncifn,
la sangre de color azul se colecta en frescos de centrifuga silicg
nizados colocedos en un bafio a 40 °C gue contengan vollmenes igua-
les de solucibfn de cloruro de sodio al 3% adicionada de 0,125 .
N-etilmaleimida gue debe ser agregadas justo antes de usarss vy amor
tiguador de Tris. E1 tubo de centrifuga se deja reposer durante 90
minutos agitando ocasionalmente de manera suave, La mezcla se cen-
trifuga a 300 rpm por & minutos para que los amebocitos sedimenten.
Todo el material utilizedo debe estar libre de pir6genos. La N-etil
maleimida actia como un anticoagulante y estabiliza ls membrana ce
lular durante el proceso de lavado.
El lavado consiste en la resuspensifn cuidadosa de les cflulas en
solucifn de clorurc de sodio el 3 % caliente ( 40 9C ) y se centri

fugan a 300 rpm por 6 minutos., E1 flufdo sobrenadante se descarta
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y las cflulas se vuelven a resuspender en la misma solucifin; esto

se repite 3 veces.

Después del tercer lavado, les células son transferidas s tubos gras
duados con tapfn de rosce para proceder a lisarlas ( 68,111,122 ).

El medio usado para suspender las células pare lisarless puede ser
agua destilada ( 87 ) o amortiguador Tris que tengs un pH de 7 y

que contenga solucifn salina al 3 % ( 170 ). E1 medio se uss en una
proporcifn de una parte del pacuete de células y dos partes de medio.
Despufs de afiadir el medio, los smebocitos pueden ser lisados por
varios métodos:

Mezclador vortex: La suspensifin celular se lleve a la mbxima veloci

dad de mezclado durante 1 minuto para que se lleve a cabo apropiada
mente la lisis,

Lonificacibn: La suspensifn se trata en un " Sonifier Cell Disrupter,
Melville N.Y. " con el pulsao miximg de 10 unidades por 2 o 3 segun-
dos.

Lisis osmftica: Los amebocitos lavados se suspenden en agua destila
da.

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

Ya obtenido el lisado, é&ste se lleva a & ® C durente 24 horas, des-
pubs de este perfodo, el lisado se centrifugs a 900 rpm durante 15

minutos. El1 sobrenadante es removido y guardado & - 20 g C hasta cue

se lleva a cabo la prueba de sensibilidad.

Esta pruebz se hace con objeto de determinar la sensibilidad de oada
lote de lisado. Para esto se utilizen preparaciones de lipopolisach

ridos de bacterias Gram - como son Klebsiella o £, coli, las dilu-
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ciones que se emplean son de 0.1 a 0.00014g/ml. E1 m&todo empleado
para llevar a cabo esta prueba estf explicado en MATERIAL Y METUDO.
Una vez realizada esta prueba, el lisado estf listo para ser liofi-
lizado, E1 lisado se introduce en las &mpulas, los tapones se inser
tan parcialmente y se llevan al liofilizador gue ha sido previamen-
te enfriado a - 50 ° ¢ y se secan durante 24 horas. Transcurrido es
te lapso y estando las &mpulas alin con vacf{o, se colocan los tapones
firmemente. E1 liofilizedo se retira del asparato y se guarda a & 8.

Esté listo para su uso ( 68 ),
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MATERIAL Y METODO
A) Reaccibn febril en conejo:
Befio de agua a 37 05
Tele-termfmetro YSi modelo 47 TA de 11 canales
Matraces Erlenmeyer de 125 ml con tapﬁn esmerilado
Pipetas serolégicas de 1,5 y 10 ml
Agujas hipodérmicas de metal
Jeringas de vidrio de 5, 10 y 20 ml
Torundas de algodfn impregnadas de alcohol y benzal
Conejos
B) Método de lisado de amebocitos de Limulus
Estufa a 37 °C
Agitador Vortex
Tubos de ensayo de 12 X 75 mm con tapfn de rosca ( desecha-
bles )
Pipetas serolfigices de 0.1, 1, 5 y 10 ml
Matraces Erlenmeyer de 125 ml con tapfn esmerilado
Lisado de amebocitos de Limulus comerciasl
Endotoxina de E, coli
Rgua libre de pir6genos
Soluciones de HC1 0.1 mol/litro y NaOH 0.1 mol/litro
Nota: Todo el material y las soluciones deben estar libres de
pir6genos,
Muestras problema para ambos métodos:
Gamma globulina humana y equina

AlblGmins humana
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A)

Factor antihemoff{lico
Sueros para aplicacifn en gren volumen ( Solucién .salina
isotfnica, solucifn salina glucosada, solucifn de Darrow,
solucifn de lactato 0.6 mol/litro )
Ampicilina
Nota: Todo el material biol6gico se obtuvo de preparados co
merciales,
El material de vidrio, as{ como lss agujas hipodBrmicas de
metal, se conservaron libres de pir6geno mediante el siguien
te tratamiento: E1 meterial se lavf perfectamente con Extrén
y se enjuagh con agua corriente, posteriormente con agusa des
tilada, se envolvif con papel de aluminio y se metif al hor-
na e 250 °C por espacio de 2 haoras,
Las soluciones de HCl y NaUH se prepararon con ague libre de
pirégenos, en forma aséptice y se llevaron al autoclsave duran

te 2 horas a 121 ©

C.

Reaccifin febril en conejo

Fundamento:

Le endotoxina sl ser inyectada por via intravenosa al animal,
interactGs con las células de éste ( leucocitos principalmen-
te ) activéndolas y haciendo gue liberen pirfgena endbgeno,
Este actfie en el érea prefptice anterior del hipotélemo obser
véndose un aumento en la temperatura rectal del animsl,
Método:

“e emplearon conejos Nueva Zelanda machos cuyo peso oscilf

entre 1,5 vy 2.5 Kag.
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Los conejos se encuentran en jaulas individuales en un local

7 adyacente al cuarto en donde se lleva @ cebo la prueba,) los
animales se alimentan con alimento concentrasdo., e les reti-
ra el zlimento 1 dis antes de la prueba, sfloc toman agua.

KDus dias antes de la pruebas, a los animales se les hace unas
pruebz en blanco inyectfndoles sgua destilada libre de pir6-
gengs, para determinar si su temperatura es estable, con obje
to de gue nu existan grandes veriaciones en la temperatura
basal;que debe encontrarse entre los 38 a 39.8 UC, los anima
les gue presentan una temperstura mayor, asf{ como los gque
presentan una veriacibn muy marcada en su temperatura basal
son eliminados,
£l local donde se lleva a cebo la prueba se encuentra libre de
ruldos con objeto ce gue los animales no se'aongan nerviosos y
en consecuencia presenten un aumento en la temperstura, le luz
estf controlada as{ como la temperaturas y humedad con abjeto
de gue las condiciones sean constantes y los resultrdos més
exactos,
£1 dia de la pruebs los animales se trasladan s este local 30
8 45 minutos antes de llevarls a cabo con objeto de gue se a-
climaten, durante este lapso se inmovilizan en sus cajes de
sujeccibn y se les cocloca el termbmetra, ye gue estén prepara
dos se les toma la temperatura basal.

Diez minutos después a los animales se les inyectan las mues
tres problema previamente caslentadas a 37 °C en la vena mar

ginal de la oreja y se dejan tranguilos, A los 60 minutos se
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toma la primers lectura, a los 120 minutos se toma la segunda

lectura y a los 180 minutos se toma laz tercers. Cuandd termina

le prueba, los animales se trasladan a sus jaulss; los que no

han presentado reaccifn febril se pueden ulitizar posteriormen

te empleando otro tipo de substancias. Los animales febriles

se desechan,

Se utilizaron 3 conejos por muestra, la dosis inyectada y las

substanciss probadas fueron las siguientes:

Gemma globulina humana y eaguina

Factor antihemofilico

f1bfimina

“ntibifticos:

Ampicilina s6Bdice 20 mg/ml

Soluciones gue se aplican en gran

volumen:
Solucibn
Solucifn
Solucibn
Solucibn

Solucibn

isotbnics de cloruro de sodio
salina glucosada

de Darrow

de dextrosa

de lactato 0.6 mol/litro

tndotoxina en concentraciones de:

1000, 100,

50,25,12.5,6425,3. 125,

1.6,0.8,0.4 ng/ml

1 ml/kg de peso
1.7 ml/kg de peso

3 ml/kg de peso

1 ml/kg de peso

10 ml/kg de peso

1 ml/kg de peso

Se emplef el método de la U.>. Pharmecopeia AVIII, en el cual

la elevacibn individual de la temperaturs de un animsl no debe

ser superior a 0.6 °C de su temperatura bessl y ls suma del
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8)

cambio méximo de 3 temperaturas no ses superior 8 1.4 DC. 51 se
cumple lo anterior se concidera gque el producto no tiene pirﬁgg
nos. Si no se cumple lo enterior se repite la prueba usando 5
cone jos.

Método de lisado de amebocitos de Limulus

Fundamento:

Levin y Bang sugieren que la gelificacifn del lisado de ameboci
tos de Limulus mediada por endotoxina, se inicia enziméticamen-
te ( 84 ). El exfmen posterior del gel muestra unes matriz de fi
bras muy finas cuyo difmetro varfa de 50 a 100 #m ( 54 ), La evi
dencia en los estudios indica que son necesariss cuatro substan
cias para gue se lleve a cabo la reaccifin; estas substancias
son: La enzima pro-coagulante, las proteinas coagulentes ( Coa-
gulfigeno ), cationes divelentes principalmente iones calcio vy
lipopolissecérido de bacterias Gram-.

La reaccifn se cree que se inicia con le activacién de la enzi
ma pro-coagulante debide a los iones calcio y la endotoxina.

La enzima activada cataliza la rupturas hidrolf{tica de las pro-
teinas coagulantes, dando como resultado subunidades de poli-
péptido. Estas protefnas se rompen en tres partes a las gue se
les ha dado el nombre de cadenas 24 , 8 y C.Las cadenas A y B
se encuentran unidas por enlaces disulfuroc formendo el cofgula.
La cadena C liberada de la porcibn inerte de la molfcula no se
incorpora en el cofgulo ( 54,84,109,146,147,153,154,171 ).

El mecanismo mediante el cual las proteinas coagulentes son ro

tas por la enzime pro-coagulante se cree gue es similar sl que
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realiza la tripsina, ya gue la resccibn de coagulacifin es inhibi
da por substanciss como el di-isopropil fluorofosfato el cusl

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

Preparacifn de los controles positivos:

El agua que se emples debe ser libre de »irfgenos y precalentada
a 37 %C.

Todas las menipulaciones se hacen asépticamente.

se hidrata la endotoxina de £, coli por adicién de 5 ml de eagua
al frasco Ampuls que la contiene, sgitendo vigorosamente 30 minu
tos con mezclador Vortex. La concentracifin de ests solucifn es
de 570 microgramos por mililitro. se rotula como solucifn A,

Ue esta solucifin stock se preparan les siguientes diluciones agi
tando cada solucifn por oi} srgundos en el Vortex,

1.- 3e afiade 1 ml de la solucifn A a 99 ml de agua. tsta solu
cién tiene una concentracifin de 5 microgramos por milili-
tro y se rotula solucifn 8.

2.~ se afiade 1 ml de la solucifn B 2 9 ml de agua. Lsta solu-
cién tiene une ccncentrescibn cde 0.5 microgramos por mili-
litro y se rotule solucifin C,

3.- Ze afade 1 ml de la solucién C a 9 ml de agua. Lz concen
trecifn de esta solucifén es de 0,05 microgramos por mili
litro y se rotule Control Fositivo de fgua.

4,- Le afisde 1 ml de solucifén 3 a 9 ml de muestra problema.
La concentracibn de estas solucifin es de 0.5 microgramos
por mililitro y se rotula solucidn O,

5.~ de afiade 1 ml de la soluciftn O a 3 ml cde la misma muestra.
La concentrecifn de esta solucifin es de 0.05 microgramos

par mililitro y se rotula Control tuestra Positivo,.
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tl control de agua positivo se hace con abjeto de seber si el

lisedo de amebocitos esté resccionando apropiadamente o sea

Gue su actividad no se encuentra destrufds por degradscibn,

L1l control de muestra positivo se hace con el objeto
si no hey en la muestira alguna substancis que inhiba
cifin del gel,

Se prepera tambifn un control de agua negativo o sea
te no se le agregs endotoxina con cbjeto de saber si
tue se ha empleado para llevar z csbo la reaccifn se
libre de pirfgenas.

Preparacifn de la muestra:

£l pH de la muestra debe encontrarse dentro de los va

£.C a 7.5, si se encuenire fuera de fstos, debe ser
con solucifn 0,1 mol/litro de NalH o bien de HZ1 0,1

estéril y libre de pirBgenos.

de saber

la forma

que 8 6s
el agua

encuentra

lares
ajustado

mol/litro

5i no se lleva a cabo el ajuste del pH ce la muestra, se puede

producir ls gelificecibn pero en un yrado bejo, o sea gue se

forma un gel firme oero muy frégil y en el momento de invertir

se rampe dificultando la lectura del resultado.

Preperacifn del reactivo de Limulus:

1o~ Se hidrata el liofilizado afizdiendo en forma aséptica

1.2 ml de agua estéril y libre de pirfgenos al frasco

que lo contiene, LSe agita de manera suave y continua

durante 30 segundos. o se debe formar espuma,

2.~ se distribuye el lisado hidratado en los tubos dese-

chables de 10 X 75 mm con tapfn que estén estériles y
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libres de pirfgenos, en cantidades de 0.1 ml, Se taps
inmediatamente,
tl lisado se debe gusrder en un congelador cuye temperatura
sea inferior a - 10 °C sl no es usado ece mismo dfia.
Procedimiento general:
beterminacifn de la pruebs de compativilidad-inhibicifn de la
muestra:
intes de llevar @ cabo esta prueba en uns formulacifin o produc
to dado, es necesario determinar si no hey interferencie de la
solucifn por probar con la reaccifn que se lleva a cabo entre
el reactivo y la encdotoxina.
Una vez oue se ha establecido ls ausencia de inhibicifin para
una solucifn o formulecibn dada, este procedimiento no necesi
ta ser repetido,
1.- e calientan a 37 %C los tubos previemente preparados
con el lisadao,
2.= He afiade de manera aséptica 7.1 ml a ceda tubo de:
a) hgua de control positiva
b) Control muestra positivo
c) ‘gua estéril inyectable que se utilizf pera hidratar
el lisado con objeto de gue sea el control negativo
3.~ Se mezcla bien el contenido de los tubos
L.~ Los tubos se incuban 2 37 °C cuidendo de no agitarlos
durante 15 minutos,
71 final de este periodo se observa la presencia del gel rotén

do el tubo cuidadosamente un &ngulo de pocos grados. Si el gel
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narece firme se continfia la rotacifn a 180 grados o hasta que
el gel empiece a perder su forma. Los geles que mantienen su
forma cuando son rotadas 180 grados se consideran firmes. Ui
en algdn punto de la rotacifn el gel en el tubo empieza 8 per
der su forma, cuidadosamente se coloca el tubo en su posicibn
original para evitar ls destruccifin irreversible de la forma-
cifn del gel,

La siguiente tabla resume laos resultados que pueden mostrer

los controles:

Tiempo Control positivo Control muestra Lontrol negativo
min, de agua positivao de agua

15 Gel firme Gel firme No hay gel

15 Gel firme lo hay gel No hay gel

15 o hay gel No hay gel No hay gel

15 No hay gel Gel firme No hay gel

15 No hay gsel No hay gel Gel firme

£l primer caso indica:

Los resultados que se deben esperar y se puede proceder a

probar las muestras,

tl segundo caso indica:

Una inhibicifn de la actividad del reactivo que puede deberse

a una resuspensifn pobre de la endotoxina en la muestra o que

existe inhibicifn debido a elguna substancia presente en la

muestra,
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£l tercer caso indica:
La actividad del reectivo destrufda por deterioro.
Preparacifn insdecuada de las soluciones de endotoxina. Se
recomienda repetir el procedimiento incluyendo la prepara-
cifin y diluciones.
Empleo de agua contaminada psra hidratar el resctivo. Se
debe descartar el frasco,.
El cuerto ceso indica:
Preparacifn inadecuada de lss soluciones de endotoxina. Se
recomiends repetir el procedimiento.
La muestra estf contaminade por endotoxina no conocids. Se
recomienda ensayar con otra muestra. Si no hay inhibicifn
se procede con las otras muestras.
El guinto caeso indica:
Contaminacién. 5e recomienda repetir el procedimiento te-
niendo cuidado especial en la asepsia,
Ensayo de las muestras:
1o~ hAsépticemente se agrega 0.1 ml de la muestra dentro de
los tubos con reactivo calentados s 37 °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 le prueba sean
vélidos,
3.- Los tubos se incuban a 37 °C evitando moverlos durante
60 minutos. Al finsel del perfodo de incubacifin se obser

va cada tubo para detecter la presencia del gel,
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La presencia de endotoxina en concentraciones menores que
las consideradas pirogénicas puede dar como resultado la
formacifn de un gel firme si el perfodo de incubacifn es
mayor del tiempo recomendado, es importante que los tubos
se observen exactamente al final del tiempo de incubacién
para evitar resultados falsos positivos.

esultados:

Los resultados son interpretados como positivos o negati-
vas,

Un resultado positivo se define como la formecifn de un
gel firme capaz de mantener su integridad cuando el tubao
de prueba 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 prueba negati-
va se caracteriza por la ausencia total de gel o por la
formacifn de un gel viscoso gue no mantiene su integridad
cuando es rotado 180 grados. La concentracifn de endotoxi-
nNa es menor gue el nivel pirogénico y puede causar flocula
cibn, granulacifn y/o un incremento en viscosidad, Estas
reacciones se consideran negativas desde el punto de vista
de pirogenicidad.

Je acuerdo con los resultados que se han obtenido, algunos
autores han hecho una escala paras cuantificar el grado de

gelificascifn del lisado ( 75 ) :
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reaccifn Descripcibn

L + Gel firme con opscided considerable,

3+ Gel suave con opacidad moderada o con-
siderable,

2 + Gel frégil con opacidad escasa o modera

da y que presenta penuefios grénulos adhe
ridos a los lados cdel tubo cuando Este
se inclina.

1+ Gel muy frfgil con opacidad escasa Yy que
presenta algunos grfnulos acheridos = los
lados del tubo.

- Wo hay incremento visible de opacided o

viscosidad,

Para nuestros fines se considerf la primera reaccifn ( 4 + )

positiva y las dembs negativas.,
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(E.ULTFDLa
En los resultados obtenidos con albimina humgna ( Table # 1 ), se
aprecia lo siguiente: De las 10 muestras probadss 8 resulteron po
sitivas en la pruebe ' in vitro ' cusndo la prueba ' in vivo ' fué
negativa. GSe hicieron diluciones y cuando se llegf a la dilucibn
1:5 se observf que en ésta, los resultados correlacionaron con los
obtenidos ' in vivo '. Este tipo de comportamiento pudiera deberse
a gue las soluciones de alblmina son muy viscosas, ya gue la slb(-
mina gue se utiliz6 tenfa una concentracifn del 25 %, esto podris
dificultar la observacifin del punto final, otra posibilided podries
ser que la concentracibn de endotoxina fuera menor gue 1ls requeri
da por los animales para presentar una respuesta febril y gue el
método ' in vitro ' al ser més sensible ( Tabla # 7 ) lo haya de
tectado.
La tabla # 2 nos muestra los resultados obtenidos con el factor
antihemofilico, en este caso las 5 muestras fueron positivas cuan
do se probaron sin diluir en el método ' in vitro ', aquf la dilu
cibn reqguerida fuf de 1:10 para que existiera una correlacifn con
el método ' in vivo '. En este caso puede que exista una activa-
cibn de la gelificacibn por alguna substancie presentse, pudiendo
ser el fibrinfgeno remanente del proceso de separacifn o bien la
substancia en s{, ya gue se ha observado gue algunas substancias
provenientes de la sangre tienen reaccifn cruzada con la reaccifin
de gelificacifn y puede ser que este efecto se vea disminufdo por
la dilucibn,

La tebla # 3 nos presenta los resultados obtenidos con las sclu-
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ciones gue se aplican en gran volumen, se trata de soluciones de
electrolitos gue no contienen substancias activadoras ni inhibi-
doras y la concentracifn de éstos es bajs, se observa una correla
ci6n del 100 /.

En el caso de los antibifiticos ( Tabla # 4 ) se observf que una
muestra fué positivae en el método ' in vitro ' en tanto que fué
negativa en el método ' in vivo ',

Los resultedos obtenidos con gammzglobulina humana y equina ( Ta-
blas ¢ 5y 6 ) nos muestran que en la primera se ohserva una
correlacifn del 100 % y en la segunda se observan 2 muestras po
sitives solo con el método ' in vitro ', as{ como gque ls (nica
muestra positiva ' in vivo ' también fu# positiva'in vitro'.

La correlaci6n entre ambos métodos empleando estas protefnas se
observa gue es mayor gue en el caso de la alblmina, la concentra
cibn promedio de éstas es de 16,5 % y parece que no es necesario
diluir como en el caso de la elb(imina,

La tabla # 7 nos muestra la sensibilidad de ambos mEtodos a una
endotoxina en perticular, siendo en este caso de E. coli, observén
dose que la sensibilidad del método ' in vitro ' es varias veces

mayor gue la del método ' in vivo '.
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Alblimina humana

Muestra #

oD N o0 wm

10

Suma de los aumentos de tempera
tura registrados en los 3 anima

les,

Pirbgenos

0.8

Tabla # 1

Limulus

Sin dilucibn

Con dilucibn

1:5 -



- ¢g =

Factor gntihemofilico o factor VIII de lm cosgulacibn

Muestra # Pir6genaos
Suma de los sumentos de tempera
turs registrados en los 3 anima

les.
1 0.5
2 0.3
3 0.5
4 0.2
5 - 0.6

Tabla # 2

Limulus

Sin dilucifn

Con dilucibn



Soluciones que se aplican en gran volumen

-‘19-

Muestra # Pir6genos Limulus
Suma de los sumentos de tempera
tura regristados en los 3 anima 5in dilucibn
les,

1 0.5

2 063

3 0.3

(A 0.5

5 0.3

6 0.3

7 0.0

8 0.4

9 0.2

10 0.5

1 0.4

12 0ol

13 O.b

Tabla # 3
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ANTiblOticos

Ampicilina

Muestra i Pir6genas Limulus
Suma de los aumentos de tempera
turs registredos en los 3 enima Sin dilucifn
les,

1 0.7 -

2 (88157 -

3 0.3 ~

4 e =

) 0.0 +

6 0.0 ) -

7 Oo bt -

8 0.0 =

9 D.6 -

Tabla # &
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Muestra Pirfgenos Limulus
Juma de los aumentos de tempera

- gg =

tura registrados en los 3 anima 5in dilucifn
les,
1 0.7
2 0.8
3 0.1
b 0.1
5 0.3
6 0.4
7 0.3
8 0.6
g 0.3
10 0.5
11 0.3
2 0.2
12 0.4
14 0.6
15 0.2
16 0.3
17 0.0

Tabla jt 5
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Gammaglobulina equina

Muestra i Pirfgenos Limulus
Suma de los aumentos de tempera
tura registrados en los 3 anima 5in dilucibn
les, :
1 0.5 -
2 2.6 e
3 0.8 +
L Be -
5 Dols =
6 0s2 -
7 . 0.2 ~
8 0.3 -
9 Al +
10 Oob -
11 D.? i
12 0.8 -

Tabla # 6
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Sensibilidad a la endotoxine de E, coli de smbos m&todos

Concentracifn de endotoxina. Pir6genos Lisado de amebocitaos
( ng/ml ) Suma de los aumentos de tempera de Limulus,
tura registrados en los 3 anima
les
1000 6.7 +
100 6.6 +
50 L.0 +
25 L.6 +
12.5 2.2 +
6425 1.4 +
3.125 0.7 +
1.6 0.7 +
0.8 o | .
O b4 - +
0.2 - -

Tabla « 7
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CONCLUSIONES
La prueba 'in vitro' no se recomienda como un substituto del método
' in vivo' porque la reaccifin de gelificacién se produce casi especifi
camente con lipopolisacéridos de bacterias Gram negetivas y aungue se
ha observado que hay reaccifn de gelificaci6n con el peptidoglicanc de
bacterias Gram positivas ( 163 ), se requiere una concentracifn muy al
tas de este material para producir una respuesta positiva con este méto
do ( 1,000 a 400,000 veces més alta que le reguerids en el ceso de la
endotoxina ), por lo que no es utilizable para detectar en forma précti
ca este tipo de contaminacifn.
utro tipo de substancias de origen fiéngico y viral, gue causan aumento
en la temperatura, no son detectadas por este método.
También se observe que en el método 'in vitro' en relacifn con el méto
do 'in vivo' existen pruebas falsas positivas y falsas negativas en
especial con materiales biolégicos ( alblmina, gammaglobulina ), en es
te estudio no se observaron falsas negativas, pero es lfgico pensar
que estos materisles puedan estsr contsminados con otros tipos de pirf
genos, no solo con endotoxinas,
Existen substancias que inhiben la reaccifn de gelificacifn inespecifi
camente como son timerosal a concentraciones meyores de 0.1 %, cloruro
de benzelconio a concentraciones mayores de 0,01 %, gluconato de cslcia
0.67 mol/litro; dado gue esto puede suceder, se podris pensar que en la
preparecifin farmace(itica la inhibicifn se debs el vehiculo o conserva-
dor y no al compuesto activo; por lo gque para evitar este tipo de resul
tado se debe realizar una pruebe de control con endotoxina y la substan

cia pare detectar inhibicifin inespecifica.

- 70 =



Las pruebas falsas positivas pueden deberse a la presencia de
substencias ogue por s{ mismas activan la formacifn del gel como
son trombina, tromboplestina, polinucleftidos sintéticos como
el poly-I:poly-U ( 35,166 ); asi como la concentracifn de pro-
tefnas que podria producir alguna dificultad en la observacifn
del punto final o algln cambic de sensibilidad, pudiendo ser
necesario diluir la muestra psre evitar este efecto.

Siendo el método 'in vitro' més sensible, puede detectar concen
traciones de endotoxina que los conejos no detectan y que inyec
tados al hombre pudieran ser causa de alguna reaccifn; el porqué
de este fenBmeno a(in no se ha explicado, ya que se acepta en la
literatura ( 10 ) gue las reacciones del conejo y del hombre a
le presencia de pirfigenos son semejantes, los resultados obteni
dos entre los diferentes laboratorios en pruebss 'in vivo' difie
ren de un lsboratoric a otro, este tipo de comportamiento puede
deberse a variaciones individuales de sensibilidad en los anima
les,

En suma, en este tipo de productos biolégicos el método 'in vitro'
puede ser (itil para detectar la fuente de contaminacifin por endo
toxina como una prueba de control de celidad, ya que con este
método se pueden llevar a cabo um gran nimero de pruebas todos
los dias, perc no pueds ser recomendado pera reemplazar sl méto
do 'in vivo' ya gue pare fines précticos solo detecta lipopoli-
sachridos de bacterias Gram negativas y no otro tipo de pirfge-
nos,

Existen substancies como son los agentes utilizados para la quimio

terapia del cancer en las gue es necesario aplicar el método
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'in vitro' para llevar a cabo la determinacién de contaminacifn por
pir6genos, este es el caso de la L-asparaginasa que es una enzima

antileucBmica y que tiene efectos muy tbxicos pare el conejo, ya
que su administracibn a estos animales les produce fiebre, nalisea,

vomito; por lo que no puede ser utilizado este método para efectuar

la determinacibn,
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