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INTRODUCCTION

Tradicionalmente, se ha observado, a nivel hospita
lario, la aparicifn de fiebre de origen no determinado
al aplicar tratamientos parenterales debido a la presen
cia de pirdgenos, ya sea en el equipc pars venoclisis ,
jeringas, 6 bien en el agua destilada estéril que se
emplea en la industria farmac&utica para preparar inyec
tables, dializados, etc ; ésta situacidén, a despecho de
ser muy comn , encierra mecanismos fisiopatologicos y
bioquimicos muy complejos y de gran interes ya que alte
ran toda la evolucién de un cuadro clinico y su trata

miento.

A pesar de que los pirfgenos y sus efectos son cono

cidos desde hace mé&s de 100 afios , no se ha propuesto una-

solucién de valor para éste problema, por lo cual , con
sidero adecuado realizar una revisién para conocer el
estado actual de las investigaciones, sus progresos y

perspectivas.



GENERALIDADES

La definicidén sobre pirdgenos indica que es un com -
puesto productor de fiebre & piretégeno. Grupo de substan-
cias qaee adems de poderse encontrar como constituyentes -

de muchas bacterias, son liberadas con frecuencia en el

agua destilada, al ser deetruidas éstas en el proceso de -
esterilizacién ; causa de reacciones febriles consecuti -

vas a inyecciones intravenosas.

Las reacciones febriles a su vez quedan definidas

como aquellas reacciones relacionadas con la presercia de-
pirégenos bacterianos demostrables (endotoxinas) en la -

sangre 6 en el equipo y material empleado para tratamien

to parenteral.

Existen dos tipos de pirfgenos; los de origen exb6ge
no, entre los que se encuentran principalmente las exoto -

xinas bacterianas y los de origen endfgeno que a su ves

se dividen en pir6genos bacterianos y pirégenos leucocita-
rios,

Los pirégenos endégenos de origen bacteriano son a

quellas substancias constitutivas en su gran mayoria de

las membranas celulares de las bacterias gram negativas, -

que pasan a la circulacién del huesped en el que éstas



bacterias estan instaladas creando un cuadro infec -
cioso (infecciones sensillas hasta bacteremias y septise -

mias) ; cuando la bacteria sufre lisis.

Y los pirégencs endégenos leucocitarios son aquellos-
que aparentemente son liberados de las células sanguineas
(leucocitos), despues de que el microorganismo es fagocita
do por las células del sistema reticuloendotelial de hues-
ped, lo cual pargce indicar que de algun modo la fagocito-
sis es el factor desencadenante del proceso de liberacién

de éstos factores pirogenéticos.

El contacto directo de un ser humano con cualquiera

de éstos tipos de pirégenos provoca una respuesta febril -
en diversos grados, ésta respuesta, en algunos casos es -
tan leve que incluso puede pasar desapercibida y por lo -
tanto, es inofensiva; pero en otros, adopta matices que -
van desde la anafilaxia S?Yff§7b§§t§.81»5ChOCk y la muer -
te; éstas son consecuencias criticas que hacen de los -
pirégenos un campo en e; que el conpcim;entqrgbsoluto es -
deseable y trascendental para todo profesional que tenga -
alguna responsabilidad con respecto a la conservacién de -

la salud del hombre y por lo tanto de su supervivencia.



METABOLISMO DE LOS PIROGENOS

La entidad primaria responseble de la reaccién pi -

rogénica en los mamiferos , son los lipopolisacaridas -

(LPS) , constituyentes de la membrana celular de las -
bacterias gram negativas; en la actualidad se conoce su -
origen biolégico, el mecanismo de su biosintesis, y la -

utilizacién por el microorganismo que los produce.

La fisicoquimica de éstos pirdégenos es bien conocida-
y gracias a ésto, es posible predecir su comportamiento -
en soluciones acuosas ; ésta capacidad del cientifico para
predecir su conducta , permite diseffar sistemas para dis -
minufr la ocurrencia de éstos pirdgenos en las soluciones
(principalmente preparados farmaceuticos , agua para he -
modialisis , inyectables , etc) y para quitarlos de solu -

ciones ya contaminadas.

Se han requerido de muchos afios de estudio para elu -

cidar la qufmica de los lipopolisacaridos, su relacién -

en los microorganismos, su funcién biolégica y se sabe -
ahora que se encuentran en las paredes celulares de los -

gram negativos.

Estas paredes celulares son rigidas, porosas, seme

jantes a estuches que dan proteccién fisica a las célu
las bacterianas , que , puesto que viven libremente se -

hallan con frecuencia expuestas a condiciones hipoténi -

cas que podrfan provocar el hinchamiento y ruptura de la

membrana celular y la consecuente lisis de la bacteria.



Ademés de la funcién de proteccién, la pared celu -
lar intefviene en muchos otros aspectos de la fisiologia -
bacteriana, como son la conjugacién sexual a través de -

 fimbrias que se elaboran en la pared celular ; é€sta pared
tiene locus especificos por los que pueden penetrar los -
virus y a los que tambien pueden unirse los bacteriosi -
nos , que son un grupo de agentes toxicos que pueden in -

hibir los procesos metabolicos en las bacterias.

En la pared celular estén contenidos tambien materia-
les que actdan como antigenos en los vertebrados , y cier-
tas porciones de ella pueden comunicarse al interior de -

la célula a través de la membrana .

Las paredes celulares de los gram negativos son ri -
cas en lipidos, poseen tres capas especfficas (10) .

1) La membran;-interna : esté& compuesta de lipidos y
una membrana proteinica especial, ésta estructura posee -
un nicleo hidrofébico y dos superficies hidrofilicas ; -
ésta es la primera barrera de permezbilidad de éstos orga-
nismos y exhibe una enorme capacidad para el transporte -
activo. Esto permite al organismo tomar y concentrar de -
su medio ambiente solo aquellos metabolitos que necesita -

2) La estructura media: es menos complicada , nrovee
la fuerza mecénica de la pared celular; ésta posee un rf -
.gido armazén a modo de saco (sacculus) constituido por -
cadenas polisacaridicas y peptidicas unidas covalentemente
éste complejo peptido-polisacérido es llamado peptidoglu -
cano 6 mureina , del latin murus que significa "pared" ; -
las cadenas polisacarfidicas son largas , paralelas, uni -

das entre si por cortas cadenas peptidicas transversales
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la unidad b&sica que se repite en las primeras , es el -
muropéptido , disacérido de la N-acetil-glucosamina unida
mediante un enlace 5(1-6) con el Acido N-acetilmurémico,-
al que se halla unido un tetrapéptido en forma de cadena -

lateral (figura).

CH; oH

Ac. N-acetilmuré-
mico.

\3 AcNH
I
CH3-CH‘C|: o
NH
L - alanina H%'CH3

N-acetilglucosamina

= C=0

NH

H%—COOH

| %Ha
L— CHa
— é:CD

uH
Hél-[cuﬂj-cy&-wa

dcido

D-isoglutémico

L - lisina 3

— e=0

I

NH

D - alanina J‘ é_H-C’F/3

I
COOH




10

La estructura b&sica de la mureina es un reticulo -

formado por cadenas polisacarfdicas unidas con muchos en

laces transversales , las cadenas laterales tetrapeptidi

cas de cada unidad de disac&rido estén unidas transver

salmente a las cadenas adyacentes mediante un pentapép

tido de glicocola. (figura)

Peptidoglucano
Y/
-
x|
~
Ala ///Y
| ey _
D-Glu Ala ///X
I [ X
Lys D-Glu Ala
| | I
D-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys D-Glu

[
D-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys
I
D-Ala-Gly-

Cada cadena de mureina posee una longitud de 12 uni

dades de disacdridos aproximadamente , la red estd cerra -

da por todos lados y su estructura covalente , completa

mente continua puede ser tensa 6 laxa alrrededor de la

bacteria.

La destruccién de ésta matriz de pePtidoglicanos por

lisozimas 6 enzimas autolfticas origina en el organismo -



13

un shock osmético ; al romperse el esqueleto de mureina, -
el material suele permanecer ligado a la célula gram ne -

gativa que recibe entonces el nombre de esferoplasto .

3) La membrana esterna : posee una estructura similar
a la membrana interna y constituye la segunda barrera de -

permeabilidad de la célula.

El mecanismo de la biosintesis de éstos polimeros -
de extraordinaria complejidad de la pared celular ha atrafi
do a numerosos investigadores, a trabajar en ello, y ellos
han logrado notables adelantos en el conocimiento de éstos
procesos naturales, comm son saber: que la pared celular -
se forma fuera de la célula por lz accidn de las enzimas -
de la membrana celular , ésto sugiere que las relaciones -
espaciales y la topografia de la membrana deben ser alta -

mente especificas para la construccién biosintetica.

El peptidoglucano & mureina de la pared celular se -

sintetiza en tres fases principales (49).

la. Etapa: sintesis del N-acetil-muramil-pentapéptido
a partir de sus precursores ; éstas reacciones son efectua
das en ‘el interior de la célula ; los precursores son : =
N-acetil glucosamina ; el fosfoenol piruvato y los amino -
&cidos L - alanina ; D - alanina ; Acido D - glutémico y -

L - lisina ( en algunas especies &cido diaminopimelico ) .

La cadena lateral del pentapéptido se forma por adi

ciones suscesivas de éstos aminodcidos al grupo carboxilo

de la porcién del &cido pirdvico para formar N-acetil - my



12

ramil-tripéptido ; para que se incorpore cada uno de los =

restos es necesario que un ATP ceda su energia escindien
dose a ADP y fosfato inorganico . Despues se adiciona al -
extremo de la cadena lateral del tripéptido , el dipép -
tido D-alanil - D-alanina , que se ha formado previamente

segun la reaccidn:
2 D-alanina + ATP > D-alanil - D-alanina + -
ADP + Pi.

Esta reaccidén es inhibida por el antibiotico ciclo =

serina , por tener parte de su estructura en comdn con la

D-alanina.

D=$ NH U=F—————DH
H-l’:—NHz Hoi.:-—NHZ

H2C 0 CHy
Cicloserina D-Alanina.

El N-acetil-muramil-pentapéptido , se ha sintetizado
de ésta forma como su derivado UDP segun ilustra la si -

guiente figura.

CHQOH
‘——v—f-UnP
K\ ]
NH C-CH3
\ NH;
.cH3 QOO H ['C Hl]q Qle C'H.S

C Hy~ C— C— NH=H—& —NH— e H-CH-CH— e NH-cH—t NH-CH=C-NH= —cH-c-OH
58 ) 1

o 0 5 8 O ©
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2a. Etapa: E1 N-acetil-muramil-pentapéptido ya for

mado , se transfiere enzimaticamente del UDP a un n13o3

do intermediario" de la membrana ; el undecaprenil-fosfa

to , cuya molécula estd formada por un terpenoide lineal -

de 55 carbonos integrado por once unidades de isopreno y -

cuyo hidroxilo terminal estd esterificado por fosfato in

orgénico (formula).

OH
|
CH3-C=CH=-CH,- (CH 2-C=CH-CH2 ) 9—CH2—%=EH-CH 2-0-'F"-DH
CHj3 0

El extremo no polar estéd fijo a la membrana celular -
y el extremo polar es el que lleva la unidad monosacarida
sirviendo como acarreador de los azlcares para la cons -
truccién de la pared celular , al N-acetil-muramil-pen -
tapéptido unido al undecaprenil-fosfato se une una unidad
de N-acetil-glucosamina, y la unidad disacérida asi for -
mada se transfiere entonces enzimaticamente al extremo en

crecimiento del polimero de peptidoglucano.

3a. Etapa : En ésta dltima fase, se forman las cade -
nas cortas peptidicas que sirven de enlaces transversales
por adiciones sucesivas de restos de aminofécidos a la -
lisina del extremo de la cadena lateral pentapéptida del -
N-acetil-muramil -pentapéptido ; el enlace transversal se
establece por una reaccién de transpeptidacién en que el -
resto de glicina NH» - terminal del enlace cruzado, des -
plaza a la D-alanina COOH - terminal del extremo de la -

cadena lateral pentapéptida antes mencionada que pertene
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ce al polimero de mureina adyacente.

En los organismos gram negativos, el armazén de mu -
reina estsd rodeado de una cubierta blanda y eléstica , -

consistente en un polimero de lipopolisacéridoa.

Esta membrana es muy similar a la membrana plasmati -
ca externa , en ella se absorben las moléculas proteicas -

aunque es probable que no funcione como transporte activo.

Entre los peptidoglicanos y la membrana plasmatica -
interna existe un espacio llamado "espacio peripl&smico" ,
que contiene enzimas hidroliticas ; la membrana externa es
la principal barrera para el escape de las proteinas peri-

plésmicas.

Para un mejor conocimiento de la composicién quimica
y propiedades de los lipopolisacdridos bacterianos , se -
han realizado estudios exaustivos sobre la naturaleza de -
los pirdgenos y sobre las superficies de las células bac -

terianas.

En salmonella por ejemplo ; los lipopolisacridos es-
tée dispuestos en tres secciones diferentes con propieda -
des lnicas ; la primera seccifn llamada lipido A, esté -
compuesta de unidades del disac&rido glucosamina unidas -
entre s{ por puentes de pirofosfato conteniendo cinco &ci-
dos grasos hidrofébicos unidos , la combinacién que se . -
forma es la causa de que la molécula de lipopolisacdrido -

tenga propiedades andlogas a los fosfolfpidos.
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La siguiente regién de los lipopolisac8ridos es lla -
mada ndcleo y se compone de tres residuos de un dcido-azu-
car de 8 carbonos , 2 azucares heptosas , 3 azucares comi-

nes y un pentasacérido.

El nficleo sirve de puente entre la procién lipfdica -
A y la cadena o-especifica de la molécula de lipopolisacé-

ridos.

Las diversas cadenas o-especificas se forman de se -
cuencias repetidas de azucares ordinarios como mesnosa , -

ramnosa , y galactosa en diversas combinaciones.

En algunos organismos como las enterobacterias , las
cadenas o-especificas contienen grupos de 3, 6-dideoxi -
hexosa ; los dos tipos de azucares contribuyen a una mayor

especificidad por tener determinantes de grupo definidas.

La estructura del nicleo es identica 6 similar en -
todas las salmonellas , pero diferentes en otro género , -
la especificidad serolégica de los lipopolisacédridos esté

dada por las cadenas o-especificas.

En general en todos los bacilos entericos es empleado
como componente polisarido antigénico , el antigeno térmi-

co O.

Los lipopolisacéridos por contener tanto regiones =

hidrofébicas como hidrofflicas , tienen propiedades de -
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surfactantes y pueden existir en diferentes agregados con
determinadas estructuras por la composicién de su medioc -

ambiente liquido.

Respecto a las propiedades fisicoquimicas de los 1li
popolisacéridos en solucién , éstas se han estudiado em -
pleando el método de velocidad de sedimentacién para de -

terminar parédmetros hidrodinémicos.

En presencia de i6nes calcio y magnecio , los lipo
pclisaclridos en solucidén forman acdmulos con un diametro
del 6rden de 0.1l um y si éstos catidnes covalentes son re-
movidos de la solucién ( por ejemplo , precipitandolos co-
mo quelatos con EDTA ) ; los lipopolisacéridos se contréen

y forman una pequefia micela.

Los detergentes , como el desoxicolato de sodio , pro
vocan que los lipopclisac&ridos de separen en subunidades,
éstas , tienen forma de vara , peso molecular de aproxi -
madamente 20 000 daltons , un diametro de 8 a 12 R y -
largo de 200 a 700 R ;s éstas subunidades son capaces de -
atravesar un filtro de membrana con tamafio de poro de un -

pesoc molecular nominal limite (nmwl) de 1 000 00O.

Este tipo de filtros moleculares proveen de una téc -
nica muy aceptada y empleada en la industria y en la in -
vestigacién para remover pirdgenos de las soluciones ; -
éstas técnicas de filtracién , son baratas , dan un gran -

rendimiento de producto y no contaminan las soluciones que
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estdn siendo preparadas.

Gracias a ésto , los productos farmaceuticos pueden

ser fabricados a un costo aceptable.

Con respecto a los pir6genos leucocitarios y su bio -
quimica ; se tienen conocimientos no muy extensos , pero -
las investigaciones contindan incansables y los reportes -
1nd1can que éste tipo c de p;Eggggg__nxQdug4qupg;‘c1erfés
celulas humanas , aparentemente contlenen enlaces pepti -

dicos esenciales , yaigfgﬁigfg;roggnlnldad es destruida -

por enzimas como 1 a trl sina (inactivacién) ,

se cree due pueden estar presentec pequefias cantidades de

carbohidratos y lfpidos.

A=t mayo;wggoduptg_pirugénico de la sangre 6 exuda -
dos celul;rég tiene un peso molecular entre 10 000 y -
20 000 ; Esfas moléculaébﬁiEQAEn rédpidamente su pirogeni -
cidad cuando son sometidas a condicionés desfavorables -
como por ejemplo a pH alcalinos 6 a temperaturas de 56° C.

6 mayores .

La estabilidad de la molécula se afirma en presencia

de agentes reductores sulfhidrflicos , ésto sugiere que

los grupos sulfhidrilo libres son esenciales para que la -

molécula funcione como pirégenc.

Los pirdgenos endfgenos leucocitarios tienen un pun -
to isoeléctrico cercano a pH de 7 ; aunque se ha propues -

to que pueden ser miembros del grupo de proteinas bé&sicas
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presentes en loslisosomas de los leucocitos polimorfonu -

cleares.

Los trabajos de Cooper y Cranston , realizados en -
1971 , (23 , 24) mostraron que los pir6genos leucocitarios
pueden precipitarse con sulfato de amonio y posteriormen -
te ser recuperados ; son destrufdos rdpidamente por preci-
pitacién con &cido tricloroacético 6 acetona y a valores -

de pH bajo 6.5

Estos investigadores han hecho intentos para purifi -
car éstos pirdgenos por medio de eluciones seriadas con -
soluciones buffer de diferentes molaridades en columnas -
de DEAE ; el mejor resultado a la fecha ha sido la obten -
cién de una fraccién pirogénica conteniendo 4.75 g de -
proteina que produce una respuesta febril de 1© C de au -

mento en la temperatura corporal.
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PIROGENDS EXOGENDS
Este grupo esta formado por laﬁﬂgxgﬁpxipagjhggﬁggga_—
nas , Qque son vegqggg_quimicos,sacratadus.pnr las bacte. . -
rias patégenas , principalmente , lgg_gzgmhgg§itivas ,(la§

gram negativas rara ves producen exotoxinas) ; ejercen ac-

cién toxica con independencia del motivo productor de las

mismas , sus efectos se manifiestan despues de un periodo-

de incubacién ; desde el puento de vista guimiee-, son -
proteinas solubles, filtrables , difusibles , l&biles al -

calor (se destruyen facilmente a 602 C ), y a las enzi =
rﬁas digestivas , letales para los animales por inocula -
cidnaEg;ggﬁggglwyugniigéni;aa,, lo cual significa que son
capaces de inducir la produccién de un tiitulo elevado de -
antitoxina ; sus pescs moleculares fluctdan entre 10 000 -
y 900 000 , y son de baja pirogenicidad.

Todas éstas exotoxingg_pg;»almapgggwiento prolongado-

accién _del caler , el formol y la formalina , se trans -

forman en una entidad quimica capaz de conservar su anti -

genicidad , pero atoxica.; ésta nueva substancia asf ob -
tenida , se llama }qxq{éﬁ»y se emplea para estimular la -
produccién de antito;iﬁas ( que son anticuerpos que neu -
tralizan 6 floculan al antfgeno ; en éste caso el toxoi -
de) , al ser inyectada en conejos 6 cobayos , para ésto -
es importante la estandarizacién de la cantidad antigénica

de el toxoide.
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De éste modo se obtiene un tftulo alto de anticuer -
pos especificos em el suero del animal de laboratorio , -
éste suero se emplea en el tratamiento de las afecciones -
humanas para disminuir la peligrosidad del padecimiento -
ya que el anticuerpo que se encuentra en el suero del a -
nimal de laboratorio (suero hiperinmune heterdlogo) , -
bloquea la accifn fisiopatoldgica del antigeno , en éste -

caso representado por las exotoxinas bacterianas , mien -

tras se da tiempo al organismo infectado del huesped a

que produzca por si mismo cantidades suficientes de anti
cuerpo por medioc de su sistema enzimatico , para contro -

lar a su invasor y en un momento dado, remitir la enfer -

medad .
Este tipo de reacciones entre toxina y antitoxina -
pertenecen a las reacciénes serolfgicas antigeno-anti -

cuerpo de floculacién que son similares a las reacciones -
de precipitacién y muestran una zona de equivalencia muy -
bien definida , la reaccién es inhibida tanto por exceso -
de antfigeno como de anticuerpo (fenémeno de zona) forman -
dose en ambos casos complejos insolubles.
Aiiiuggggghawsidnwpusible,aislarﬁa“3mimppitantgs -
representantes de éste grupo de pirfgenos ex6genos ; la -

toxina difterica , la tetanica y la botulfnica (70) .

La thinargifzgzipa producida por el Corynebacterium

diphteriae ,bacilo gram positivo , inmovil , no esporula -
do , es un gérmen que por lo general permanece circuns -

crito a la region superior del tracto respiratorio - - =
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del huesped, lugar donde elabora su toxina, la cual es--
absorbida por la mucosa dando lugar a la destruccién del
epitelio, el cual al necrosarse y quedar cubierto de fi-
brina, leucqcitos y eritrocitos exudados, forma sobre -

las amigdalas, faringe y laringe la llamada "seudomem -

brana", que por estar infiltrada de capilares produce
severas hemorragias al intentar removerla; la toxina ac-
tiva produce degeneracion parenquimatosa, infiltracién -
: . : pe 50
grasa y necrosis tanto en miocardio, higado, rifiones y -
suprarrenales, ademds de lesiones al tejido nervioso -
dando lugar a pardlisis del velo palatino, musculos -
oculares 6 de las extremidades.

En el tetanos, las esporas de Clostridium tetani -

que estan ampliamente difundidas en los suelos, heces -
de los caballes y otros animales, se depositan en los -
tejidos a traves de heridas contaminadas y aunque el -
microorganismo no es invasivo y la infeccién permanece -
estrictamente localizada, el tejido necrotico al cual es
frecuente que se asocien infecciones pidgenas favorece -
el desarrollo de las formas vegetativas productoras de -
la toxina, la cual es la causa de la enfermedad, gracias
al medio anaerobio que proporciona la lesién; la toxina

se absorbe y llega hasta la médula espinal donde actda -
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sobre el tejido nerwioso central aumentando la exitabili
dad refleja y sobre los nervios perifericos provocando -
los espasmos musculares caracteristicos de la enferme -
dad ( contracciones tdénicas convulsivas de los musculos

voluntarios ) probablemente por acumulacién de acetilco-

lina en las terminaciones nerviosas motoras.

El receptor de la toxina en el sistema nervioso -
central parece ser un ganglidsido hidrosoluble que en 1lo
tejidos forma complejos insolubles con los cerebrosidos

y las esfingomielinas.

Desafortunadamente, las medidas de control son ime-=
practicables, debido a la amplia distribucién de las -

formas esporuladas y su prolongada supervivencia.

La toxina botulinica producida por el gérmen anae -

robio Clostridium botulinum es la dnica exotoxina que no

es destrufda por la enzimas digestivas, por lo cual es -

de efectos letales al ingerirse; se desnaturaliza por

llamado envenenamiento alimenticio & botulismo, intoxi

cacién resultamte de la ingestién de alimentos contami

nados, por lo general enlatados 6 almacenados en anae -
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robiosis ( conservas ) ;

La toxina al ingerirse, es absorbida por el tracto
intestinal y conducida al sistema nervioso central don -
de actla probablemente bloqueando la produccién de aceti
colina en las uniones neuromusculares; la dosis mortal -
para el hombre, aunque en realidad se desconoce, éstd -

ubicada en menos de 1 pug.

La accién de la toxina es diversa, provocando per

turbaciones visuales, dificultad para tragar y hablar y

1

pardlisis bulbar progresiva, la muerte se presenta por

pardlisis respiratoria 8 paro cardiaco.

De entre los microorganismos anaerobios que producen
exotoxinas peligrosas, deben tenerse en cuenta a 3 espe-
cies de Clostridiss , ademés de CL. botulinum y el CL .-
tetani ; las que comunmente producen la gangrena gaseo-

sa; €éstas son: Clostridium perfringens; Clostridium

novyi y Clostridium septicum. Las exotoxinas produci -

das por ellos son solubles y especificas, todas tienen

propiedades altamente necrotizantes, hemoliticas y le
tales, entre éstas exotoxinas se encuentran:
Toxina alfa: que por ser una lecitinasa ataca a la

lecitina desdoblandola en fosfocolina y un digliceri -
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do ; como la lecitina es un importante constituyente de -
las membranas celulares , su desnaturalizacién provoca -
que éstas se desintegren , lo que es de efectos fatales -
para la sobrevivencia de la célula ; la accifn letal de -
ésta enzima es diwectamente proporcional a la velocidad -

de descomposicién de la lecitina.

Toxina Theta : aunque no es una lecitinasa , tiene -

efectos similares .

Hialuronidasa : ésta exotoxina ataca al tejido con -
juntivo que tiene como componente importante intercelu -

lar al 4cido hialurdnico ; la destruccién de éste tejido

favorece la diseminacién de los microorganismos infectan

tes , las hialuronidasas son también antigénicas .

Esta enzima es factible de aislamiento y purificacién
y se emplea en la medicina para facilitar la diseminacidn

y la absorcién de liquidos inyectados en los tejidos .

Estos Clostridios producen tambien ADN-asas , y cola~
genasas ; éstas (ltimas atacan a la colégena del tejido -
subcutaneo y mdsculo , abriendo camino a la infeccién ; -
la necrosis del tejido , por proveer de un medio anaero -
bio favorece la germinacién y desarrollo de las esporas -
instaladas en la lesién ; los organismos fermentan los -

carbohidratos tisulares de lo que resulta la produccién -

de gas , éste distiende los tejidos e interfiere la irri

gacién sanguinea , €stas condiciones favorecidas por los -
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efectos de las exotoxinas extienden la necrosis del teji

do y por lo tanto se extiende la infeccién , éste circu -

lo vicioso es dificil de romper y llega a ocacionar ané

mia hemolitica , toxemia severa y la muerte.

Al igual que en el tetanos , el control de las fuen =

tes contaminantes es practicamente imposible debido a la

amplia distribucién de los organismos y sus esporas en el

medio ambiente.

Con respecto a las infecciones pidgenas provocadas -

por cocos gram positivos como el estreptococo y el esta

filococo ; éstos son organismos que tambien producen exo -
toxinas , lo que les permite causar enfermedad gracias a -
su capacidad de multiplicarse y diseminarse ampliamente -

por los tejidos.
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PIROGENOS ENDOGENOS

Se reconocen en general a dos tipos de pirdgenos -

endégenos : los bacterlanos X endotnx1nas ‘bacterianas que

son substanc1as asoc1adas intimamente a las bacterias gram
negatlvas y los Enggggg; leucocitarios pruvenlentes de -
exudados leucocfticos estériles 6 sus estractos , los prl-

meros parecen inducir la formacién de los segundos .

Desde el punto de vista bioldgico , los pirégenos en-
dégenos no bacterianos 6 leucocitarios se comportan de ma-

nera similar a los exudados inflamatorios estériles ; son

proteinas de peso molecular bajo (alrrededor de 20 000),
no dializables , estables a pH &cido , resistentes a la -
accién de la tripsina , la ribonucleasa y otras enzimas -

su estructura bioqufmica se desconoce , pero hay pruebas

de que aparece en las células en forma de un precursor

inactivo.

Este tipo de pirfgenos son llemados endfgenos por

que son llberados de las células del huesped al sufrir -

éstas una est1mulac16n , de éste modo queda establecido

el porqué muchos agentes producen fiebre indirectamente -

liberando a la circulacién pirdgenos endfgenos leucocita
rios , los cuales parecen actuar directamente sobre el -

hipotélamo.

Las células sanguineas de las cuales ha sido demos -

trado que derivan éstos pir6genos , son principalmente , -
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granulocitos como los leucocitos polimorfonucleares , -
de los que deriva el llamado factor granulocitico , éste -

factor humoral fué reportado por Benson en 1877 (57) y

actualmente se piensa que es la principal- molécula mensa -
jera en una amplia gama de fiebres experimentales asi -

como humanas ; ésta teoria se avala en el hecho de que

granulocitos derivados de exudados agudos estériles libe -
ran asi grandes cantidades de pirfgenos "in vitro" , al -

ser lavados y suspendidos en solucidén salina isoténica.

Estos estractos leucocitarios son termolébiles , tie-
nen un periodo de latencia 6 incubacifn corto al ser inyec
tados en animales de laboratorio , no producen leucopenia

significativa en ellos ; las inyecciones repetitivas de -

estractos leucocitarios en un receptor normal no provoca

en éste ningun tipo de tolerancia , el receptor sigue
siendo inmunologicamente capaz de responder a las endo -

toxinas leucocitarias y bacterianas.

Por otra parte existen hallazgos que indican que las
células monomucleares , principalmente los macréfagos -
« y monocitos , tambien liberan pirégenos , aunque la ci -

netica del procesc difiere de la de los granulocitos (15) .

Para éste tipo de estudios se emplean generalmente -
sangre de pacientes con agranulocitosis , ciertas discra -
cias sanguineas , leucemia monocitica aguda 6 mielomonoci-

tica , se emplean también preparaciones hechas de sangres
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normales empleadas para pacientes con leucemia monoci -
tica aguda , ya que éstos preparados contienen princi -
palmente los componentes sanguineos formes mononuclea -

res sobre los cuales se efectlan los estldios ; de éstos -
se concluye que tanto las células mononucleares de suje -
tos normales como leucemicos pueden producir pirégenos --
al ser debidamente estimuladas , yg que los resultados -

que se obtienen con ambos tipos de células son similares .

Los autores Bodel y Atkins (1) , han empleado en sus
ensayos para éstas mismas demostraciones , las células -
mononucleares cosechadas de pulmdén , nddulos linfaticos -
y bazo ; la comprobacién de que realmente las células -
mononucleares producen también pirégenos esdégenos , es =
clarece por primera vez , la aparicién de fiebre en enfer-
medades en las que los granulocitos no parecen estar im -
plicados de manera importante en la patogénesis de la -
lesién ; aunque deja la incfgnita de si los pirdgenos -
tisulares no pueden venir de macré6fagos tisulares més -

bien que de células parenquimatosas.

Respecto a los pirfgenos enddgenos bacterianos , son
las llamadas endotoxinas , substancias constitutivas las -
més de las veces del cuerpo vivo de la bacteria , en es -
pecial de la membrana celular de la mayoria de las bac -
terias gram negativas y que no es posible separar de ellas

_por otro medio que el de la 1isis 6 desintegracidén .
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__Estas endotoxinas bacterianas son liberadas a la --

c1rculac1ﬁp del huesped cuando. la. bacteria es atacada y

destruida por los mecanismos de defenza-naturales del -

organismo _infectado, & bien por lisis espontanea...

qumlcET?nﬁfhlas endotox1nas son complejos prOtEl -
nico- lipldo pollsacarldo y en algunos casaes solo llprD-
1is§5§;QQinde peso molecular entre 100 000 y %00 000 ,-
no son_antigenicos, ni 15?%}??.?}mfal°r y a las enzimas
digestivas.

Despees de ser introducidas al organismo, las endo-
toxinas bacterianas son absorbidas por los leucocitos y
posteriormente eliminadas por el sistema reticuloendote-
lial; los efectos toxicos de las endotoxinas se ven redu

cidos por los esteroides adrenales que posiblemente alte

ran la permeabilidad de la membrana.

Las endotoxlnas bacterlanas producen una_ variada -

cuentran:

La P1rqgen1c1daq,_§s la capacidad de 1la endotox1nas

bacterianas de producir fiebre, queda bien cimentada en-
ensayos en los cuales dge inyectan intravenosamente micrg
gramos de ellas en animales, observandose fiebre y leucpg

citosis marcada en una primera fase y despues se pre -
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senta una segunda fase mayor y més prolongada de eleva -

cién térmica debida probablemente a la liberacifn de pi

régenos endbégenos leucocitarios a la circulacién , causa

da por la accién de la endotoxina.

La aplicacién repetida de endotoxina a un mismo re

ceptor , causa que éste se vuelva tolerante "refractarlo"

y entonces sus respuestas a las endotoxinas provgn;gntes -

de cualquler mlcroorganlsmo > estaran minimizadas ; no -

desar:gllarén fiebre , ni leucopenla.

La aparicién de ésta tolerancia ha sido atribuida a

que la velocidad de eliminacién de la endotoxina circu -
lante por medio del sistema reticuloendotelial aumenta, -

6 bien a que ésta endotoxina circulante es rapidamente

]

neutralizada por anticuerpos especificos 6 tambien a -

"descensibilizacién" a nivel de las células reactivas.

El suero de sujetos humanos 6 animales tolerantes

conflere tole ;ang;gﬂgg;c;gl a receptores normales de una -

forma pasiva.

Cuando la endotoxina bacteriana _invade un organismo -
en grgndestqgis'. puede produc1r un choque letal carac -

terizado clinicamente por sensacién de debilidad , le = -

targo , hipotensién , choque 1rrever51ble _y muerte (43) .
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ASPECTOS CLINICOFISIOLOGICOS

La fisiopatologia de la fiebre involucra de manera

importante a los pirdgenos endfgenos circulantes ; exis -
te una relacién directa entre el aumento de la concentra -
cién plasmitica de los pirégenos endégenos y el aumento -
de la fiebre , ésto hg gquedado demostrado en muchos mo -

delos experimentales como son :

La produccién en el laboratorio de infecciones bac

terianas agudas por la inyeccién intravenosa de diversos

agentes en conejos sanos ; €stos agentes incluyen bac -

terias gram negativas , y gram positivas , como estafi

lococo albus , neumococos etc. y

La inyeccién de antigenos bacterianos ; por ejemplo

tuberculina en conejos sensibilizados.

En los animales existe un gran nidmero de activado -

res de la respuesta pirogénica que van desde la adminis -

tracién intravenosa y consecuente fagocitosis de bacte

rias y sus productos , hongos y posiblemente virus hasta
estimulos inmunoldgicos como reacciones de hipersensibili-
dad inmediata y retardada a antfgenos de origen micro -

biano y no microbiano (13) .

Se puede pensar que los diferentes tipos de fiebre -
corresponden a un determinado tipo de estimulo , asi ; -
por ejemplo , las bacteremias & endotoxemias producen -

fiebres altas y répidas , debido a la pronta activacién -
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de las granulocitos sanguineos por fagocitosis , que en -
breve producen pirdgenos ; en cambio las fiebres modera -
das , pero prolongadas , se asocian més bien a la activa -
cién de las células mononucleares de tejidos como pulmén ,
nédulos linfaticos y bazo , y se observan con frecuencia

en enfermedades como linfomas malignos , tuberculosis y -

agranulocitosis .

La obtencién de pirdgenocs provenientes de leucoci -
tos polimorfonucleares (granulocitos) , y células mono -
nucleares (macrofagos y monocitos) 3 "in vitro" ha sido -
posible al hacer interaccionar los agentes activadores -
antes mencionades con sueroc normal , estractos salinos -
de granulocitos , suspenciones de higado de conejo (cé -
lulas de Kupffer) , homogenados de tejidos normales de -
conejo como corazén , misculo esqueletico etc (pirégenos
tisulares provenientes de macréfagos fijos a tejidos) etc

a 370 C .

En base a todo lo anterior , se infiere , que solo =~

_£9§Ngélyl§s con algﬁna:fctividad fagocitica son capaces
de produccién pirogénica ; por lo que los linfocitos que -
darian excluidos ; en réalidad , no hay prueba alguna de -
que éstos tambien liberen pirdgenos endfgenos y respecto

a su capacidad fagocitica , los datos son conflictivos ; -
pero es reconocido sin embargo que juegan un papel de cier
ta relevancia en las fiebres asociadas con estados de hi =

persensibilidad retardada pura (tisular) .
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Suspenciones de linfocitos sensibilizados a protef -
nas heter6logas al ser incubadas "in vitro" con sus anti -
genos liberan substancias no pirogénicas al scbrenadante ;
pero que sirven para activar a los leucocitos de sangre --
normal para que a su vez estos produzcan pirdgenos ; és -
tas substancias tienen cierto parecido con otros produc -
tos linfociticos solubles llamados "linfocinas" entre las
que se encuentran , ademis de otras a las linfotoxinas y =
al MIF 6 factor de inhibicién de macré6fagos , el hecho -
de que existan éstos activadores enddgenos puede explicar

en parte la existencia de fiebre en estados no asociados

con infeccifn u otro activador exdgeno.

Suspenciones relativamente puras de linfocitos no -
liberan pirfgenos "in vitro" adln al ser enfrentados a di -
versos estimulos ; y pacientes con leucemia linfocitica -
crénica tienen respuestas febriles minimizadas a las en -

dotoxinas, cuando parg que ésto ocurra en animales 6 hu

manos normales , es necesario tratarlos con mostaza de -
nitrégeno para producir granulocitopenia ; por lo cual se
piensa que los linfocitos no aportan en realidad ningdn -

pirégeno endégeno para la produccidén de la fiebre.

Respecto a las fiebres de hipersensibilidad ; éstas -
han sido estudiadas en conejos sensibilizados a protei -
nas heterélogas como albdmina serica humana & bovina y -

se han logrado descubrir dos clases de pirégenos ; unos -

de aparicién inmediata , solubles , que son complejos an



t{geno-anticuerpo y otros que aparecen en la circulacién
posteriormente y cuyas propiedades corresponden a los

pirégenos enddgenos clasicos.

34
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TEMPERATURA CLINICA

Desde el sigle XVIII en que el Dr. James Currie ,
f{sico ingles , introdujo la termometria clinica en la

préctica médica , ésta se ha convertido en un valioso

auxiliar del diagnfstico , debido a su objetividad y sim--

plicidad.

Los trastornos en la regulacién de la temperatura
corporal 6 fiebre (sindrome complejo integrado por hiper
térmia , taquicardia , taquipnea , estado saburral , que
brantamiento e intranquilidad)(3l) , acompafan casi siem

pre a las enfermedades orgénicas generalizadas.

Ya que en estado de salud , la temperatura corporal
en el hombre se mantiene dentro de limites muy estrechos
la determinacién de la misma ayuda a valorar la gravedad
curso y duracifn de una enfermedad ;frecuentemente , las
aberraciones clfnicas de la temperatura se revelan como
el dnico signo 6 cuando menos como el més importante en

las enfermedades de etiologia desconocida.

El1 analisis de la problematica que presenta el desa

rrollo histérico de la termometria clinica , hasta llegar

a ser tal y como la conocemos ahora y que es paralelo al
proceso evolutivo de la ciencia médica , vino a consoli
dar a la termometria clinica en uno de los pilares bési
cos en torno al cual se conformaria la historia de la me

dicina.
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te a un medio ambiente frio (éste mecanismo se dispara -
a un umbral de temperatura menor a 33 - 359 C ; 91.4 -
95° F) ocurre una inhibicién periférica del sudor , debido
a que los termorreceﬁtores de la piel envian impulsos al -
cerebro para que ésto ocurra ; por otra parte , como el -
calor central se mantiene , el mecanismo normal de los -
sensgres calfricos hipotaldmicos actda también enviando -

impulsos hacia la periferia para provocar la exitacidn de

las glandulas sudoriparas ; el resultado es gque la res

puesta de sudoracién queda parcial 8 totalmente paraliza
da ; el sitio anatomico donde ambos impulsos se encuen -

tran y tiene lugar la inhibicién es adn desconocido.

El efecto anihomeost&tico es intenso , se pierde el -
10 % del calor metabolico basal en respuesta a un decre -
mento de ‘0.05° C de la temperatura comin sobre el pull -
neuronal total de la piel ; fisiologicamente ésto signi -
fica la prevencién de una sudoracién indtil que méjaria -

una piel ya fria.

Los progresos en la investigacidén en termorregula -
cién permite ahora la descripcidén de éstos sistemas de -
exitacidén e inhibicidn ; antiguamente la inhibicién pe -
riferica de la sudoracién se malinterpretaba como el re -
quisito de los impulsos caldricos de la piel para la ac -
cién de las glandulass sudoriparas , retrazando el conoci -

miento del mecanismo central como bé&sico.

4) La Exitacién de la Produccidén de Calor Metabolico

por los Receptores de Frio en la Piel : La exposicién -
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medir la temperatura central humana . La "termometria -

timpanica"™ (7) .

En ésta linea de investigacién , el principio fué -
brillante y promisorio . En 1885 , se descubre el centro -
del calor localizandolo en el hipotdlamo anterior , indis-
pensable para la termorregulacién en medio ambiente ca -
luroso ; en 1910 , se descubre un segundo centro en la -
procién posterior del hipotédlamo necesario para la termo -

rregulacién en medio ambiente frié .

A partir de éstos dos grandes descubrimientos y por -
medio de analisis y ensayos exaustivos se han llegado a -
elucidar con claridad las bases del funcionamiento de los

mecanismos homeostdticos de la temperatura.

Se llegé a la conclusidén de que existen 5 mecanismos
principales por medio de los cuales actda la termorregu -

lacién humana (8) .

1) La Exitacidn del Sudor por el Centro de Recepcidn
de Calor : Benzinger en sus investigaciones encontré que -
el calor perdido por la sudoracién ocurria con fluctua -
ciones espontaneas de intensidad ; la relacién entre és -
tas fluctuaciones y la temperatura de la piel es peculiar
e inesperada ya que la teoria clasica atribuye la res -
puesta del sudor a la fuerza de los impulsos calurosos -
en los receptores de la piel , y sin embargo , en los -
experimentos realizados , los resultados indican que la -

sudoracién coincidia invariablemente con la temperatura -
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minima y no con la méxima , de éstos resultados se conclu-

ye que la piel juega un papel pasivo.

2) Vasodilatacién Provocada por la Recepcién Calfri -
ca Central : Este segundo mecanismo es un saporfe vital -
para el primero ; se descubridé que existe un flujo sangui-
neo entre el corazﬁn y la piel , el cual incrementa por -
s{ mismo la pérdida de calor corporal al llevar éste ca -
lor desde el corazén a la piel donde se pierde por eva -
poracién del sudor ; ésta relacidn se describe en térmi -
nos de conductancia (C) que es una funcién lineal cercana

a la temperatura timpénica ; ésta relacién fué medida por

gradiente calorimétrico y expresada por la equivalencia }

Donde Q - es el total del flujo calorico de la piel -
hacia el medio ambiente .

Ty - es la temperatura del interior del cuerpo , y -

Ts - es la temperatura de la superficie corporal (piel).

Cuando el calor central aumenta , el flujo sanguineo
del corazdén hacia la piel puede aumentar entra 5 y 35 -
unidades de conductancia , lo que equivale a un flujo san-

guineo periférico de tres toneladas por dia.

3) La Inhibicién de la Sudoracién Termorregulatoria -
por Receptores del Frio en la Piel : Cuando un organismo -

cuya temperatura central es normal , se expone siUbitamen -
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te a un medio ambiente frio (éste mecanismo se dispara -
a un umbral de temperatura menor a 33 - 359 C ; 91.4 -
95° F) ocurre una inhibicién periférica del sudor , debido
a que los termorreceﬁtores de la piel envian impulsos al -
cerebro para que ésto ocurra ; por otra parte , como el -
calor central se mantiene , el mecanismo normal de los -
sensgres calfricos hipotaldmicos actda también enviando -
impulsos hacia la periferia para provocar la exitacién de

las glandulas sudoriparas ; el resultado es gue la res -

puesta de sudoracidén queda parcial 6 totalmente paraliza

da ; el sitio anatomico donde ambos impulsos se encuen -

tran y tiene lugar la inhibicidén es aln desconocido.

El efecto anihomeostético es intenso , se pierde el -
10 % del calor metabolico basal en respuesta a un decre -
mento de ‘0.05° C de la temperatura comdn sobre el pull -
neuronal total de la piel ; fisiologicamente ésto signi -
fica la prevencidén de una sudoracién indtil que méjaria -

una piel ya fria.

Los progresos en la investigacién en termorregula -
cién permite ahora la descripcidén de éstos sistemas de -
exitacién e inhibicidén ; antiguamente la inhibicién pe -
riferica de la sudoracién se malinterpretaba como el re -
quisito de los impulsos caldfricos de la piel para la ac -
cién de las glandulas sudoriparas , retrazando el conoci -

miento del mecanismo central como bé&sico.

4) La Exitacién de la Produccién de Calor Metabolico

por los Receptores de Frio en la Piel : La exposicién -
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repentina a un medioc ambiente frio exita la respuesta meta
bolica induciendo que estalle el consumo de oxigeno produ-
’

ciendose una descarga de acciones potenciales ; por el con

trario el calentamiento sdbito , inhibe é§te mecanismo.

Para iniciar su procesariento , éste mecanismo solo -
requiere que la temperatura del pull neuronal de la piel
sufra un decremento de solo 0.5° C con respecto al punto

normal . (figura)

SKIN TEMPERATURE C
16 18 20 22

-]
O,

ROM Op : CAL/SEC ———2s
ABSL!O RA‘!ESF uoz 8C_L aE,

MET,

.FREQUENW




41

5) La Inhibicién de la produccién de Calor Central -
Termorregulatoria : Para cada temperatura central hay un -
curso en forma de clpula con una intensidad maxima de con-
sumo de oxigeno a 200 C (680F) ; la temperatura de la piel
refleja su propio nivel particular , a 20° C de tempera -
tura de la piel , la respuesta metabolica es maxima ; a -~
temperaturas de la piel cercanas a 332 C , la relacién -
metabdlica es normal , 20 calorias por segundo ; a una -
temperatura timpénica cercana a 37° C , no hay respuesta

metabolica .

Estos mecanismos dan suficientes explicaciones cuan--
titativas de el asombroso fenémeno de la homeostésis tér -

mica central en el hombre.
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PATOGENESIS DE LA FIEBRE

Desde tiempo inmemorial , las alteraciones en la re -
gulacién de la temperatura 6 fiebre , se asocian invaria -
blemente al estado de enfermedad , y aunque su patogéne -
sis ha permanecido obscura , se sabe que el control sobre
ésta regulacidén lo efectdan los centros nerviosos cere -
brales situados principalmente en el hipot&lamo anterior
y posterior , por medio de la particularmente significa -
tiva accidén antagonista entre la 5-hidroxitriptamina y la

norepinefrina.

A traves del tiempo se han elaborado infinidad de -
teorias acerca de los trastornos térmicos ; en la actua -
lidad , se ha hablado de que las glandulas endbcrinas tie—
nen un papel central en la patogénesis de la fiebre (36) ,
debido al descubrimiento de anormalidades en el metabo -
lismo de la etiocolanclona (producto primario de excre -
cién de los esteroides como cortisol , aldosterona , etc ,
que a su paso por el higado son inactivados por reduccién
a sus tetrahidroderivados , como conjugados del &cido -
glucurénico) en pacientes con fiebres periodicas, aun -
que no existen pruebas concluyentes acerca de ésto ; (18-

29", 37).

Algunos datos experimentales sugieren que las pros -

1

taglandinas , en particular la E; y E, de la serie E tie
nen potente accién pirogenética ; ésto se explica en par -

te al notar que el empleo de antipiréticos como el &ci -
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de acetilsalicflico 6 indometacina , hacen descender los
valores basales de las prostaglandinas de la serie E , a
dem&s de inhibir la sintesis de todas las prostaglandinas
en general (53) ; por otra parte , los salicilatos alte
ran la respuesta del hipot&lamo que ha sido inyectado con
pirégenos provocando la disminucidn del punto fijo alrre-
dedor del cual se mantiene usualmente la temperatura cor
poral , (y cuyo ascenso a un nivel superior es la causa
de la fiebre) y la consecuente activacién de los meca
nismos de pérdida del calor , las bases bioquimicas de és
ta accién adn no son claras ; pero la respuesta a los sa
licilatos (27 , 50) es clinicamente evidente cuando al
administrar aspirina a un paciente febril , se produce
vasodilatacién y sudoracién , y posteriormente , cuando
el efecto del medicamento desaparece pocas horas despues
sigue el escalofrio , resultado de la reelevacién del
punto fijo (presumiblemente por pirfgenos enddbgenos

leucocitarios circulantes) .

Las observaciones en pacientes febriles indican que
la fiebre se presents debido a la elevacién del punto
fijo , y cuando ésto ha sucedido , la pérdida y ganancia
de calor son finamente balanceadas a éste nuevo nivel ,
como ocurre con el punto fijo en la salud , por ejemplo:
la respuesta febril a endotoxinas en los perros no ocurre
cuando el hipoté&lamo ha sido calentado durante el perio
do latente anterior a la aparicidén de la fiebre ; se ha

’

postulado que cuando el aumento de la temperatura debido
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a la elevacién del punto fijo se provoca localmente , la

respuesta sistémica se aborta.

Desde el punto de vista inmunolégico , la respuesta
pirogénica ha sido extensamente estudiada ; se han réali
zado diversos experimentos para corrcborar la interven
cién de factores de éste tipo en la produccidén de fiebre
y los investigadores se encontraron con que en el orga
nismo humano suceden fendmenos como la tolerancia y su
antitesis , la hipersensibilidad a los activadores que
inducen la formacién de pirdgenos leucocitarios , en es

pecial las endotoxinas bacterianas.

La relacién de la tolerancia a los pirdgenos en las
condiciones clinicas actuales , no estd bien definida ,
pero los reportes sugieren que los patrones observados
de fiebre pueden indicar un cambio en el balance entre
la accidén de los activadores microbianos , las células
involucradas en la liberacién de pirdgenos enddgenos y la

variacién en el estado inmunoldgico del huesped.

En estados de hipersensibilidad (65) , parece proba
ble que la fiebre es mediada al igual que en las infec
ciones , por pirdgenos endbégenos circulantes liberados
por leucocitos activados de la sangre 6 el sistema reti

culoendotelial .

En un modelo designado pare investigar la causa de

las fibres en hipersensibilidad causada por penicilina

4
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se encontré que la fiebre puede ser inducids en conejos -
sensibles a la penicilina por compuestos que contenian -
la estructura pencilofl y que las células sanguineas de -
éstos conejos sensibilizados (2) liberan pirfgenos endé -
genos "in vitro" solo cuando se incuban con la molécula -

de penciloil en presencia de suero sensibilizado.

Estos resultados sugieren que la interaccidén de los -
compleljos (ag-ac) antigeno-anticuerpo con los leucocitos -
sanguineos pueden llevar a la liberacidén de pirdgenos en -

ésta forma de hipersensibilidad.

Las reaccidnes anfigeno-anticuerpo inducen fiebre -
clinica y experimental en varios animales , de modo re -

tardado y a veces inmediatamente.

Las leucoaglutininas y los anticuerpos de las célu -

las Rh 4+, han sido implicadas en ciertas fiebres resul
tantes de transfusiones incompatibles . Este tipo de -

reacciones se asocian con leucopenias transitorias y con -

incompatibilidad de células rojas ; el principio de la
fiebre se correlaciona con la lisis inmunolégica de los -
eritrocitos , la cual presumiblemente libera complejos -
ag-ac ; que activen a los leucocitos del huesped para que

éstos produzcan pirégenos enddgenos.

Aunque los pirdgenos endfgenos actlan claramente -
sobre el hipotélamb para producir fiebre , tambien puede -

actuar en sitios periféricos , quiza como un inductor de -
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inflamacién . Es por ésta razén que la respuesta infla -
matoria definida se asocia con la patogénesis de la fiebre
(26) , en realidad , parece ser una fuente probable de pi-

régenos enddgenos.

En varios modelos estudiados en animales , como la pe
ritonitis inducida por glicégeno ; la inflamacidn produci-
da resulta en células capaces de liberar pirfgenos y las -
células de fluidos inflamatorios de pacientes humanos -

también producen pirégenos.

En apoyo a ésta teoria de qug la inflamacién induce -
fiebre de algdn modo ; se han realizado estudios en pa -
cientes con diversas enfermedades febriles no infeccio -
sas , como la gota aguda , crisis de células falciformes ,
porfiria aguda intermitente , infartos miocardicos 6 pul -
monares y ciertas enfermedades de la colégena , tambien a-

sociadas con la respuesta inflamatoria.

La observacién de que la fiebre puede producirse en -
el hombre por inyecciones del esteroide etiocolanoclona ; -
un metabolito de los androgenos , sugiere que éste o otro
esteroide semejante pirogénico formado naturalmente en el
organismo puede ser responsable de ciertas fiebres de ori-

gen desconocido.

Una variedad de esteroides , incluyendo a los compues
tos C-19 y C-21 y también a ciertos Acidos biliares , son-
pirogénicos "in vive" , y liberan pirégenos endSgenos -
cuando se incuban "in vitro" con leucocitos sanguineos hu-

manos.
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Otros esteroides como los corticosteroides y estré

genos tienen propiedades antipiréticas "in vivo" y supri

men la liberacién de pir6genos endégenos "in vitro" (32).

Estas observaciones sugieren que éstos esteroides
pueden regular también como inducir fiebre , pero la evi -
dencia estd aln necesitando de estados especificos eslabo-
nados de la alteracién del metabolismo de los esterocides -

con la fiebre clinica.

La fiebre es un signo comidn en pacientes con tumores
(11) , y aunque se desconoce su etiologia , se relaciona -
con sitios de inflamacién de tejido destruido , otra ex -
plicacién es que los pirdgenos enddfgenos sean liberados de
células estimuladas por factores autoinmunes inducidos por
las céflulas malignas ; 6 bien que las células neoplasicas

puedan producir pirdgenos por si mismas.

En lesiones cerebrales , la hipertermia asparece como
resultado de un mal funcionamiento del centro termorregu -
lador hipotalamico , lo cual causa que los mecanismos in -
ductores de fiebre sean sostenidos més alla de los limi -
tes de la temperatura corporal ordinariamente fija en -
otras enfermedades cerca de los 40° C , la elevacién de la

temperatura , progresa de éste modo a niveles fatales.

La causa de que la hipertermia "maligna" ocurra en -
ciertos procesos anestésicos , aunque en realidad se des -
conoce, también parece ser debido al fracaso de la funcidn

del centro termorregulatorio cerebral.
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Bajo anestesia , la temperatura se desvia ampliamente
de los limites normales , debido a que las defensas auténg
més del organismo estdn seriamente deterioradas por el -

estado de inconciencig.

La hiperpirexia fulminante en anestesia , lleva a la
muerte por produccifn excesiva de calor y consumo de oxi -

geno.
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ASPECTOS FARMACEUTICOS

Tanto en la industria farmaceutica asfi como a nivel -

de hospitales , el ndmero de productos para administra
cién parenteral que se preparan , estd en aumento cons -
tante , muchos de éstos productos , tienden a ser piro -

génicos debido a que en el transcurso de su procesamien -

to fueron expuestos alguna vez a contaminacidn bacteria

na ; la fuente de ésta contaminacién puede encontrarse

en la materia prima (como son solutos y solventes) & bien
en el equipo y aparatos gque no estén libres.de pirégenos -
debido a una limpieza incorrecta ; incluso , el producto -
final estéril , libre de pirdgenos , logrado con muchas -
precauciones , puede volverse pirogénico en el momento de
ser envasado , si no se tiene cuidado de que las botellas,
tapones de hule , etc , estén tambien libres de pirdgenos.

La esterilizacidén por calor del producto final como -

es recomendada oficialmente en las farmacopeas , no es su-

ficiente para destruir a todos los pirdgenos presentes -

en una solucidén contaminada , ya gue algunos de ellos han-

mostrado ser termoestables.

Debido a estos problemas , se ha establecido que la -
mayoria de los productos farmaceuticos para administracidén
parenteral deben ser sometidos a una prueba 6 serie de -
pruebas para asegurar su apirogenicidad , lo que es esen -

cial para la proteccién de los pacientes , ya que el efec-
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to adversoc de una reaccién pirogénica , pelidroso para -
cualquiera , seria desastroso en ciertos pacientes con -
enfermedades criticas , 6 en recuperacién de cirugia ma -

yor 6 con circulacidén extracorporea.

Por todo lo anterior , es clara la necesidad de una
técnica rdpida y eficaz para detectar pirfgenos que pueda
efectuarse con facilidad sobre lotes escogidos represen -

tativos de la produccién.

Las pruebas farmacopéicas para pirfgenos efectuadas -

en conejos , sonﬁpruebas limite| satisfactorias_ , gracias -
Stllliattate rdn ol Yoo i L J =6

a que los conejos , son mads sensitivos a los pirégenos

que los humanos .

Estas pruebas se describen en la British Pharmacopoeia
(1968) ; la United States Pharmacopoeia (1955)'y la In -

ternational Pharmacopoeia (1955).

Este bioensayo , a pesar de ser la prueba oficial -

est8d sometida a una serie de variantes impredecibles ; lo

que ha provocado que la investigacidén en éste campo de 1la
7indust;ié.férmaceutica se ocupe de buscar una prueba més -
adecuada para los fines requeridos ; ésta otra prueba -
llamada "lisado de amebocitos qé iimg;ugﬁ (LAL) ha sido -

considerada especifica para detectar la presencia de en -

dotoxinas bacterianas , en fluidos bioldégicos y comercia -

1857

Ambas pruebas son recomendables , pero presentan pro-
blemas de diversas indoles y magnitudes , lo cual hace pe-

nosa su aplicacién general ; por lo tanto debe darse -
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prioridad a ciertos productos ; Eﬁg;i;gugﬂﬂ:iﬁﬁg_ﬁugirio -
una clasificacién de éstos”en base a una contaminacién pi-

rogénica m&s probable (56) , en dos grandes drupos:

a) productos de administracidn en grandes vollme -
nes como fluidos de infusidn.

b) productos que son un buen medio para el cre -
cimiento microbiano 6§ que contienen substan -
cias que pueden ser pirogénicas por si mismas.

SNER ) aieeos

a) productos de administracién en voliémenes pe -

quefios .

b) productos que contienen substancias inhibito

1

rias del crecimiento bacteriano 6 que son in
hibitorias de si mismas formando asf{ un medio -
inadecuado para el crecimiento bacteriano.
Las pruebas deben efectuarse preferentemente sobre -
los ﬁgbdu£¥os del pfimer grupo ; en éste quedan incluidas
inyecciones intravenosas , como la dextrosa ; 6 bien glu -
conato de calcio , heparina',‘soluciones de clorhid:ato -

de sodio.

Las inyecciones subcutaneas e intramusculares no cau-

san reacciones febriles pronunciadas a pesar de tener un -

fuerte contenido pirogénico , gracias a su volumen peque -
fio y a la vfa de acceso al organismo que es indirecta ; a

veces causan pequefias molestias a pesar de estar libres -
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de pir6genos , pero ésto puede deberse tambien a la natu -

raleza 1rr1tante de la substancia por 51 mlsma » como el

sulfuro en aceite , 6 bien a la peranlCldad gropla de -

compuestos como son : ciertos estaxgldes , dextranas nati-

vas , tetrahldro—naftllam1na s 2,4 d1n1trcfennl . llser -

gida , metil celulosa , ﬂgﬁ%&ﬂ§4‘5 -hidroxi-triptofano , vy

pentaclorofeno.

Dtros productos esterlles como. gotas y unguentos para

los DJDS _» que no_se admlnlstran al 51stema c1rculator10 ’

no producen efeetes piregénicos:

Ciertos productos farmaceuticos como los medicamentos
que son inestables en solucién , presentan problemas es -

peciales cuando se trata de probarlos para pirogenicidad.

_Las pruebas para pirSgenos durante la manufactura de

cada substancia sirven para establecer el mejor proceso

de preparacién de la misma.

El hecho de producir un material apirogénico por me -

dio de una técnica efectiva a bajo costo , con buen ren -

dimiento y calidad , presenta un reto a la profesién far

- maceutica.
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E N HOSPITALES

A nivel hospitalario , donde las facilidades de prue -
ba son limitadas , las pruebas farmacopéicas son a veces -
impracticables como rutina , por ésta razén deben elegir -
se ciertos productos solamente ; el método para hacer la -
eleccién , varia ; pueden hacerse pruebas de diferentes -

tipos

a) Pruebas al azar del producto final usando la téec -
nica en conejos.
b) Pruebas para descartar (tamiz) usando filtros de -

membrana millipore.

Y posteriormente , a los productos sospechosos de con-
taminacién bacteriana practicarles el examen para pirfge -

nos farmacopéico.

Es imprescindible ejercer un control sobre los medi -

camentos , cualquiera que sea la via elegida.

Por otra parte , a nivel hospitalario , las desvia -
ciones patoldgicas de la temperatura , son muchas veces de-
bidas e'condicibnes idiopéticas ; ésto es : muchas substan-
cias a diversas dosis , producen sintomas de toxicidad que
incluyen un aumento 6§ falla en la temperatura ; la termo -
rregulacién , depende de la integridad de la regién cere -
bral del hipot&lamo anterio en el cerebro , en la cual la -

informacidén es alimetada via nervios aferentes , desde los
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termosensores centrales y perifericos , y desde la cual -
se ejerce un control apropiado sobre los efectores termo -

rregulatorios (figura siguiente).

DIAGRAMA DE LAS RELACIONES ENTRE LOS TERMOSENSORES
Y LOS EFECTORES TERMORREGULATORIOS

nervios nervios drenaje retroeli-
aferentes eferentes venoso mentacidn
termosenso- control efectores mezclador
Tes
CNF termal
|

pérdid
de
calor.

corazén

higadb

produc-
cién

de
calor.
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............ barrera sanguinea cerebral

CNS sistéma nervioso central

En la figura puede apreciarse gue el mantenimiento -
de un centro particular de temperatura depende del balan -
ce entre la produccién y la pérdida de calor , lo que cons-
tituye un proceso fisicoquimico puro , la produccién de -
calor resulta de la oxidacién a nivel celular , la pérdida

de calor esté relacionada con el flujo sanguineoc periferico

Entre las substancias de uso hospitalario que produ

cen efectos sobre la temperatura corporal estén :

Las drogas simpatomiméticas que inducen vasoconstric =

cién periférica como las anfetaminas ; los anestesicos y

también la adrenalina y noradrenalina , la morfina y la
reserpina , la ergotamina , los barbiturices , incluyendo -
a el exobarbital y el pentobarbital , la clorpromazina , -
el sulfato de atropina y los inhibidores de la colineste -
rasa , causan tambien un colapso en la termorregulacién , -
asi como la oxotremorina que tiene un efecto colinérgico -
tanto central como periferico : la hidrocortizona tiéne -
tambien la capacidad de prevenir el efecto pirogénico de -

las toxinas bacterianas.
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EN I NDUSTRIAS

Aunque todo parece indicar que las bacterias y las -
proteinas usualmente no penetran las membranas de diflisis;
se han observado en la préictica clinica reaccidnes piro -
génicas al aplicar hemodiflisis , consecuentemente , se -

deduce que el agua estaba contaminada.

Industrialmente , la produccién y distribucién de agua
destilada estéril libre de pir6genos de alta calidad para -
uso hospitalario y farmaceutico, es on importante problema;
ya que deben producirse cantidades suficientes de agua de -
alta pureza quimica con grado de "agua purisima esterili -
zada" a bajo costo (por ejemplo $ 1.37 dolares por 1000 -
litros) ; para lograrlo se han empleado los siguientes me -

todos :

1) Purificacidén a traves de Resinas de Intercambio

faaico s

Estas resinas tienen la desventaja de ser -
grandes reservorios bacterianos y micéticos ; es -
te crecimiento de microorganismos , es inhibido -
parcialmente por el uso de agua caliente (50° C) -
pero extremadamente dificil de suprimir ; ademfs -
las resinas se vuelven menos efectivas con el uso -
y requieren regeneracién a intervalos regulares, -
lo que trae serias complicaciones ya que a veces -

los productos usados para la regeneracién no son

removidos apropiadamente.
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Este método es a menudo seguido de filtracién a traves

de filtros de carbén de hulla y/o de asbesto para remover -

totalmente a los pirfgenes .

2)

3)

4)

Electrodidlisis :

Muestra las mismas desventajas que las resi -
nas de intercambio idnico , ya que no remueven -
particulas ni moléculas que sean grandes & que es—-
tén descargadas ; también se emplea en combinacidn

con filtracién .

Purificacién a traves de Membranas (Qq@ggigﬁRever -
sa) :

Es un mejor método ya que purifica vollmenes -
considerables de agua , y cuando se usa apropiada -
mente , parece cumplir los requesitos précticos de
produccién ; sin embargo , tiene el inconveniente -
de no poder mantener la esterilidad del sistema -
por mucho tiempo , si no es usado continuamente ; -
aqui no es posible emplear agua caliente como bac -
tericida , ya que la preparacién se vuelve menos -
efectiva con el aumento de la temperatura ; ésto -
también sucede con el uso ; las membranas se vuel -
ven menos efectivas progresivamente y deben ser -

cambiadas a intervalos regulares.

Destilacién
Teoricamente deberfa ser el método ideal pero

a gran escala no es econfmicamente factible.
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5) Radiacién Ionizante:

La esterilizacidn usando radiacién ionizante -
en dosis farmacopéicas adecuadas para destruim los
pirdgenos ha sido profusamente empleada ; algunos -
tipos de agua , se reqﬁiere una dosis de 5 x 106 -
radianes , para que ésta agua pase la prueba de la
British Pharmacopoeia y cuando se emplea la prueba
LAL 6 pyrexal , la dosis requerida fué de 25 x 106
radianes . En éste método hay también la posibili -
dad de que los radiois6topos puedan ejercer una -

accién febril.

Estos productos esterilizados por éste Gltimo método,-
presentan problemas especiales cuando se les aplica la -
prueba farmacopéica ya que la radioactividad puede inter -
venir con el resultado ; por ésto se hace necesario el al -
macenaje de los productos antes de efectuar una prueba, para
pir6genos para permitir el descenso de la radioactividad ,-
por ejemplo , la British Pharmacopoeia , establece cier -
tas especificaciones de almacenamiento del Aul98 como oro -

coloidal con una radioactividad inicial de 10 microcuries.

Las inyecciénes radioactivas para diagnostico usual --
mente contiene menos de 100 microcuries de radioactividad,

por lo cual empacarlas antes de la prueba es innecesario.

Es posible que en un futuro proximo , se empleen las -

resinas de intercambio iénico combinadas con resinas macro-
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rreticulares como filtro , para produccién en gran escala,

Los requerimientos generales para una plante indus

trial productora de agua esteril son :
1) E1 sistema de produccién de agua debe tener una -

fuente de alimentacién de agua en cantidades abun -

dantes ; estar construido para una répida repara

cién 6 reemplazo en caso de averia y tener un ni

vel de consumo bajo de poder y mantenimiento.

2) E1 sistema de distribucién de agua debe estar dise-
flado para trabajar bajo estrictas condiciones de -
esterilidad » ¥ ser factible de esterilizar en ca -
so de contaminacién ; situacién que nunca deberfa

ocurrir .

3) La produccién de agua debe ser libre de solutos ’y =
gérmenes (incluyendo virus y por supuesto pirége -

nos) .

4) Asegurar un suministro contfnuo de agua estéril -
libre de pirdgenos , independientemente de la fre -
cuencia con la cual se requiere para su venta & -

uso particular de la planta,



DIAGRAMA EXPERIMENTAL DE UNA PLANTA

PRODUCTORA DE AGUA

1) Seccién de agua salobre

2) Bomba

3) Calentador

4) Parte alta de la seccifn 1
5) Ciclén

6) Deaereador
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7) Compresor

8) Intercambiador de calor

9) Aire removido del destilado
10) Recipiente para contencién
11) Tanques de dep8sito
12) Tuberfa
13) Tanques refrigerantes
14) 9 Estaciones 6 yacimientos

15) VAlvula de regulacifin del flujo

El equipo de' destilacidén estd constitufido por los .
tanques de depésito (11) , tuberia (12) y los tanques re -
frigerantes (13) , cada uno de éstos elementos se encuen -
tra por duplicado , para que uno pueda ser facilmente subs-

tituido por otro 6 bien pueden ser usados similtaneamente .

El agua es continuamente llevada a la seccién de agua
salobre , se usa un exceso del 10% de agua para contra -
rrestar la concentracién y sedimentacién de solutos en la
salmuera , la cual se hace bombear y se calienta a 103° C ,
y saturada de vapor de agua se acumula en la seccifbn 4 , -
el vapor se lo lleva el ciclén , que también remueve par -
ticulas y gotas de condensacién , y a traves de el deae -
reador se retira el aire , del destilado , entonces se com-
prime y se condensa en el intercambiador de calor para su -

almacenaje y posterior destilacién.



PRUEBA FARMACOPEICA INTERNACIONAL

El bioensayo en conejos , es. la prueba farmacopeica
oficialmente reconocida y prescrita para la regulacién de
la manufactura de soluciones de administracién parenteral
por la organizacién Mundial de la Salud (OMS) el Acta de
Gran Bretafia de Substancias Terapeuticas ; La Administra
cién de Drogas y Alimentos y el Instituto Nacional de la

Salud (NIH) USA, ademds de muchas farmacopeas.

Los conejos se han empleado con preferencia , basan
dose en sus caracteristicas fisicas ; su temperatura cor
poral bajo las condiciones de la prueba es relativamente
invariable , lo que no ocurre con otros pequefios animales
de laboratorio ; su tamafio es ideai para su manejo y para
Ig’;dministracién intravenosa de la dosis de prueba en la
vena de la oreja ; ademés pueden ser entrenados para per
manecer quietosrdurante varias horas ,,sentados en la ca
silla y para acepter la inyeccién de solucién salina como

control y la insercién del termometro.

Para seleccionar un lote de conejos adecuado para su
empleo en la prueba , es neceszrio uniformar las condicio
nes de éstos bajo un criterio previo ; por ejemplo : acor
dar emplear solamente los conejos blancos de Nueva Zeland
que pesen entre 1.8 y 2.5 kg del Instituto Nacional de la
Salud . |
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Durante la prueba , deben mantenerse condiciones -

uniformea de temperatura e iluminacién y debe haber un mi -
nimo de ruido , manipulacifén y movimiento ; Tambien es re -

conocida la influencia del estress en la supresifn de la -

respuesta a un pirégeno (hipotérmia emocional) y por lo -

tanto la prueba debe llevarse a cabo en un medio ambiente -

invariable con un minimo de estimulacién externa.

Despues de someter a los animales a una intensa ob -

servacién y estudio , se seleccionan solo aquellos que ha -

yan mostradn que su temperatura corporal no aumenta despues
de la administracién intravenosa de solucién salina llbre

de plrégenosﬂ; aquellos cuya temperatura aumente por encima
de cierto 1fmite , son excluidos por completo ; ademds se -
establece que aquellos que hayan recibido un pirfgeno po -
tencialmente antigénico en alguna época ; deben descartar -
se‘ﬁafé evitar que al ser probados de nuevo con.otra subs -
tancia , puedarn dar reacciones cruzadas inmunologicamente

con el primero ,

A pesar de todas éstas restricciones , la  prueba no es

con mucho una garantla de llbertad de plrogenos , es solo -

una comprobacxén contra ccntam1nac16n gruesa ; no es un -
e T T
ensayo cuantitativo , en términos de que no es posible es -
pecificar oficialmente el "nivel de sensibilidad" de los -
animales de prueba ; algunos laboratorios , establecen sus
propios pardmetros a éste respecto , haciendo la "prueba de

sensibilidad" para sus propias pruebas , pero es inevitable
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que muchas veces no sea posible controlar y someter las -
impredecibles diferencias de sensibilidad de cada animal -
de prueba ; ya que ésta varia con el grado de "tolerancia"
6 inmunidad a los diferentes pirdgenos , que puede ser -
farmacolfgica 6 inmunolfgica ademds de implicar la diversa
naturaleza del fendmeno y el grado con el cual cada conejo

estd involucrado .

El grado de correspondencia de un animal para un pir6-
geno dado estd influenciado entre otras cosas por : su ex -
posicién previa a ésta y otras moléculas pirogénicas ; ésta
condicion del animal es totalmente desconocida ya que el -
conejo estd expuesto a muchos pirdgenos por medio de di -
versos factores como son la ingestifn , inhalacién 6 inyec-

ciones de substancias desconocidas a lo largo de su vida.

La prueba oficial confia enteramente en la abscluta -
sensibilidad 6 insensibilidad de los conejos usados para -
los pirfgenos que pueden ser contaminantes en las prepa -
raciones a probar , sin tomar en cuenta la heterogenicidad
de las moléculas pirogenicas bacterianas en la naturale -

za , Nni la variabilidad intrinseca de cada animal.

El valor del bioensayo comparativo depende de la su -
posicién de que la substancia que se estd probando sigue -
un camino idéntico al que usa el estandar en el grado en -

que puede considerarse como una dilucidén del mismo.
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Todas éstas implicaciones han sid® reconocidas y des =
critas en la literatura y forman el fondo comin para la for

mulacién de pruebas oficiales.

Respecto a las dosis dadas a los animales , éstas es -
tén especificadas para cada substancia ; aungue parece ser
que las bases sobre las cuales se deciden éstas , son un -
poco arbitrarias , ciertamente estédn influenciadas por las
observaciones de Dare (5) sobre las cantidades relativas -
de una dosis de una preparacidén de un estracto crudo de -
Proteus vulgaris ; el cual da una incidencia de respuesta -
positiva en conejos comparable a la incidencia de las reac-

ciones pirogénicas en voluntarios humanos.

En ciertas ocaciones , la dosis especifica para la -

prqebé puede ser restringida por la toxicidad de la droga
pBr si misma ; despues de dar la dosis , se mantiene al -
animal bajo observacién , la temperatura se toma a inter -
valos de 30 minutos , dg;gnteﬁ3—heras ;s previamente se ha -
establecido una linea base de control de temperatura ; y -
el criterio para aprobar 6 rechazar una substancia , se -
aplica conforme a ésta ; debe desecharse cualquier subs -
tancia que provoque en los conejos de prueba un alza de -

temperatura por encima ésta linea base ; el area bajo la

curva de temperatura , no es usada como parémetro.

Todas éstas debilidades de la prueba son responsables
del fracaso de los intentos hechos por introducir la prue -

ba a 1la préctica geheral y hacer aplicable el bioensayo -



comparativo en términos de una referencia comidn de mate

rial 6 estandar .

Es necesario llamar la atencién sobre éste punto ,
sobre ed cual fundamenta la "International Reference Pre
paration of Pirogens" establecida por la OMS que sugiere
que : ya que es 1mp051ble usar una escala absoluta para

cuantificar plrégenos , lo mas que puede hacerse es de11

mitar con algdn detalle las condiciones de la prueba .
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OTRAS PRUEBAS PARA PIRDGENOS

En vista de que la prueba oficial para determinar -
pirégenos , realizada en conejos , plantea serios proble -
mas e inconvenientes ; se ha investigado sobre una nueva -

técnica , desarrollada "in vitro" con el mismo fin.

La prueba se llama "lisado de Amebocitos de Limulus" -
(LAL) y esté basada en la coagulacidn de las células san -
guineas ameboiticas del cangrejo "Limulus Polyphemus" ; -

éstas células se obtienen por sangrado del cuerpo de la -

herradura del animal y se lisan con buffer de Nacl al 0. BS%
6 bien puede emplearse el lisado de ameboc1tos lluflllzado-

comerc1al pyrogent ex By K Mallenckroclt.

Esta prueba posee en gran potencial como instrumento -
de control de calidad en el campo de las drogas parentera -
les , su especificidad ha sido evaluada probando con ella -
compuestos como son : plasma , sangre completa , compues -
tos vasocactivos como la serotonina , histamina , epinefrina
norepinefrina , bradiquidina adem&s de calcio ; bacterias =-
gram positivas en cultivos en la fase log como Diplococcus
pneumuniae » Staphilococcus aureus y Streptococcus hemo -
lyticus ; estreptolisina , estreptoquinasa , estreptodor -
nasa y la exotoxina de Clostridium tetani ; dando todos -
ellos una reaccién negativa ; por ésta razén la prueba ha

sido considerada como espec1f1ca para detectar end0t0x1nas

bacterlanas aun en cantldades dlmlnutas.
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En 1956 , Frederick Bang (51) noté que cuando un can -
érejo del género "Limulus polyphemus" ( el Limulus es un -
arrtépodo grande, que puede alcanzar una longitud de 60 cm.
y que estd cubierto de un exoesqueleto tipico en forma de -
herradura . posee tambien ojos simples y compuestos , ab -
domen no segmenta-do y una larga cola puntiaguda, vive en -
las aguas superficiales de las costas y se alimenta de o -
tras formas marinas pequefias ; éste artrdpodo pertenece a -
la clase "merostomata" , subphylum "chelicerata" , genero -
"limulus" .) sufria una infeccién bacteriana , moria rapi -
damente debido a una coagulacién intravascular més bien que
por la infeccidén sistémica ; el mecanismo consiste en que -
las células sanguineas (amebocitos) , se agregan hasta -
fn;har una red sobre la cual se deposita la proteina en gel
€ste coagulo resulta de la accién de las endotoxinas bacte;
rianas sobre las proteinas coagulables en la célula ame -
bocitica ; la acumulacién y lisis de éstas puede ser un in-

dicador sensible de la présencia de endotoxinas .

La técnica espec1fica que debe realizarse la combina -

cién de cantidades equivalentes de LAL y la solucién que

se va a probar , incubarlas juntas a 37° C y checar la -

muestra por eV1denc1a de prctelna en gel 3 usualmente el -

punto flnal positivo est§ indicado por la formac16n de un -

coagulo flrmeVde>ge}wgggﬁgg;manegg gdherldo al fondq del -

tubo cuando éste se invierte 1800 ,

La sensibilidad de la prueba ha sido aumentada me -

dlente el empleo de técnicas para la estimacién de grados -
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de viscosidad 6 granulacién basadas en la absorcién 6 dis -

persién de la luz .

Es necesario correr controles positivo y negativo cos
cada prueba para descartar la posibilidad de falsas posi -
tivas por inhibicién de la reaccién de coagulacién en la -
muestra problema ; los controles negativos consisten en -

soluciones de composicidn quimica idéntica a la muestra

problema ; pero que han mostrado no tener endotoxina pro

teica precipitable ; éstas soluciones son aceptables si la
densidad éptica de su protefna precipitable es menor de -

0.200 R .

Los controles positivos deben incluir tres concentra -

ciones de endotoxina estandar ; puede usarse la endotoxi

na purificada de Klebsiella corrientemente usada por el -
Bureau of Biologics of the Food and Drug Administration -
(FDA) ; 6 bien endotoxina estandar de E . coli preparada -
en la misma solucidén que se emplea para el control negati -
vo ; las concentraciones son-200 pg/ml ; 50 pg/ml ;3 y 12 =
pg/ml ; éstas se usan para trazar una curva estandar de re-
ferencia en términos de densidad 6ptica ; sobre la cual se

leen las muestras problema.

Las endotoxinas estandar de E. coli es proporcionada
por los laboratorios Difco Michigan , con la clave 055:B5 =
é€stos mismos laboratorios pueden proporcionar diversas endo
toxinas con fines de prueba como son : la endotoxina de E.
coli 0111:B4 (lote No. 567890) y la endotoxina estandar de
salmonella typhosa 0901 (lote No. 573881) .
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Los pasos principales del protocole de prueba se des -

criben a continuaciéng

1)

2)

3)

4)

5)

Combinar 0.1 ml de lisado con 0.1 ml de la muestra
problema en un tubo de vidrio estéril , libre de -
pirégenos de 10 x 75 mm ., cubrirlo con una lamini-
lla de aluminio , e incubarlo en bafio de agua pre -

viamente ajustado a 37° C por espacio de una hora.

Centrifugar a aproximadamente 1375 x g en una cen -

trifuga clinica por 10 minutos .

Con cuidado remover el sobrenadante del precipitado
proteico en el tubo por medio de un aspirador de -

valvula .

Efectuar una determinacién colorimétrica de la pro-
teina precipitada usando la modificacién de Dyama

¥ Eagle del ensayo protefnico de Lowry .

Tomar la lectura de la densidad éptica a 660 nano -

metros (nm) con un espectrofotémetro,

Para adoptar ésta nueva técnica , es necesario demos -

trar primero qué es por lo menfis tan sensible & m&s que la

oficial

en conejos ; se han rewlizado estudios comparativos

que reportan que ésta prueba del lisado es de 5 a 10 veces _

més sensible que la prueba of1c1al ; adeas de poseer o -

tras ventaJas sobre aquella , como son : el requerir de un
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tiempo mérgen de una hora ; el requerir también de un vo =
lumen de soluc16n de prueba relativamente pequeno (0.1 ml)
en comparac16n con los lD ml de solucién por kg de peso -

corporal que se 1nyectan a un conejo etc .

El lisado es adem&s una'prueba tan sensible que es ca-
paz de detectar cantidades tan pequefias como 1 ng/ml de -

endotoxina purificada de Klebsiella del FDA.

A pesar de todas éstas caracteristicas ; ésta prueba -
tampoco puede considerarse como completamente cgg;;éble HE
ésto se debe a que se tienen reportes 1nd1cando que existe
una variedad grande de.compuestos que dan una reaccién po -
sitiva de LAL sin ser pirégenos (35) ; entre éstos se en -
cuentran , polinucleftidos y protgin§§mpgmgwié érombinai, y
tromboplastina , que son activadores del sistema de coagu -
lacién sanguinea de los mamiferos ; el Acido poliriboinosin
-poliribocitidilico poli(I).poli(c) en concentracifn de -
D.I/AQ/ml , el &cido poliriboadénil.poliribouridflico -
poli(a).poli(u) ; la ribonucleasa pancreatica bovina a una

concentracién mfnima de 6.4 unidades kunitz/ml.

Estos resultados los dieron compuestos extrafdos con -
un volumen igual de cloroformo durante una hora en un vi =
brador ; cuando se emplea material no extrafde , la prueba
LAL es 50 veces m&s sensible que la prueba para pirégenos

en conejos.

Por otra parte se establec16 tamblen que no todos los
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apoyo a ésta conclusién , estédn los resultados de las prue-

bas con dextranas y leucocitos humanos pirogénicos , dos -

compuestos que siendo previamente reportados como pirogé -

nicos en conejos , dan negativa la prueba LAL .

De acuerdo a éstos reportes , es b4sico tomar en cuen-
ta ésta carencia de especificidad de la reaccién cuando se
trata de interpretar resultados positivos en las pruebas de
gelificaci6én del lisado de amebocitos de limulus de solucig

nes desconocidas .
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RESUMEN Y SUGERENCIAS

Desde tiempo inmemorial, la fiebre ha sido el signo axi-
al universalmente asociado a estados infecciosos y a enfer -
medad generalizada; el estudio de la problematica que ha pre-
sentado, reviste una gran importancia, yg que la fiebre fue -
uno de los signos clinicos desicivos en torno al cual se con-
formaria'toda una era de terapeutica aplicada que se vino a -
consolidar con los nuevos conocimientos adquirides a traves
del uso racional y adecuado de nuevas técnicas desarrolladas
en el transcurso de la historia de la investigacién en diver-
sos campos de la medicina, la fisiologfa, la biologia y la -
biogquimica; y que apoyados en diversos factores como son: el
descubrimiento de los pirfgenos , su origen y biologfa, y la
capacidad actual del hombre para conocer con exactitud el es-
tado de su organismo, incluyendo los cambios térmicos que o -

curren en é€l; coadyuvan a presentar una visién clara que ex

plica el acelerado proceso evolutivo sufrido por la ciencia y

que refleja el desarrollo de la humanidad misma.

En un principio, las evidencias eran inconcluyentes, de
tal suerte que los conceptos clave solo se integraron parcial

mente, y éstos eran muchas veces incongruentes con la eviden-
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cia clinica; éstas y otras observaciones retrospectivas, -
destacan las dificultades enfrentadas, que sin embargo deri -
varon directamente en la adquisicién de una mayor experiencia

y solidos conocimientos.

Aunque como se ha visto en la presente revisién, el ni =
vel alcansado en cuanto a técnica y resultados es altaménte -
favorable, muchas preguntas permanecen adn sin respuesta, se
desconoce entre otras cosas la estructura bioquimica de los -
pir6genos leucocitarios, el papel de los linfocitos en la pi-
rogénesis, y si tienen & no capacidad fagocitica, son tambien
desconocjdas las bases bioquimicas de la accidén antipirética
de los salicilatos, permanece obscuro el metabB8lismo de la -
etiocolanolona y de otros esteroides involucrados en la fisig
patologfa de la fiebre, etc. Todas estas incognitas sin resol
ver y muchas otras mé&s nos presentan un reto para investigar:
y es mi deseo que éste trabajo representeé ‘una motivacién para
proseguir estudiando sobre las nuevas y fascinantes areas que

se abren ante nosotros con gada pregunta planteada.
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