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INTRODUCCION ... -- - - - - - -... - -
. La inmunidad se refiere a l.a capacidad de -

qua disfruta un organismo , para no ser afectado 

f'ácilmente por los agentes perjudicia1es del. medio-­

ambiente. Esta capacidad se encuentra dentro de éi­

m.ismo,3). 

Existen dos mecanismos principal.es de inmu­

nidad que son: a) la inmunidad no especifica o --­

nativa y b) la inmunidad especifica o adquirida. 

La inmunidad nativa se refiere a la resistencia no.!:. 

mal. que presenta un organismo, hacia los microorga­

nismos y sus toxinas. La inmunidad específica tie­

ne una :f\Jnci6n inmuno-protectora hacia el hospedero 

ea eapec!ficaw.ente adquirid~ a través de la experien 

cia personal. y la expoaici6n a agentes perjudiciales 

para ese organismo. 

El. establecimiento de la respuesta inmune -­

requiere de l.a intervención de varios tipos celula­

res que colaboran entre ai (4). Para. el inic.io de­

la respuesta es necesaria alguna modificaoi6n en l.a 

estructura o presentación de:L antígeno, que es -

efectuad.a por los macr6fagos (l.,2). 
Estos han sido estudiados, y se han determi-

nado algunas propiedades y características propias, 

entre las cuales se encuentran ias aiguienteat 

a) Adherencia al. vidrio y·al'plástico (5) 

b) Separaci6n de loe diterantes tipos de macr6facoa 
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por su funciona.lidad(5). 

e) Fagocitosis e2pecífica y no especifica {l). 
d) Presencia en cu superficie de receptores Pe 

(6,7,8,9,10). 

La presencia de los receptores sobre la ~per­

ficie de los macr6fagos ha sido demostrada por la­

fonnaci6n de rosetas. 

Se han realizado estudios en los cuales se 

observa que ciertas substancias y factores inhiben­

la fonnaci6n de rosetas en monocitoe humanos,entre­

los que se encuentran: 

-2-desoxiglucosa 

-azida de sodio e incubación a 4ºC. 

-temperatura de 4ºc inhibición total. ( pero no pér-

dida de viabilidad ni adherencia) 

-colchicina. a al. taa concentraciones , disminuye la.­

adherencia de monocitos e inhibe la for:naci6n de -

rosetas 

-Iones de Mg se requieren 9ara promover la adherencia 

-Iones de Jiig y Ca son necesarios para una mejor fo:t., 

maci6n de rosetas. 

-J.a temperatura es un factor muy importante ya que­

ª 37ºc se ve aumentado el número de rosetas, en 

comparaci6n con el número formado a temperatura. 

ambiente. 

Efectos similares de temperatura, Mg pero no -

calcio se requieren para formar rosetas EAC en --­

células peritonee.l.es de rat6n. 

Sin embargo, ensten evidencias que indican -
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que no siempre la formaci6n de rosetas es afectada­

de igual manera en 1os macr6fagos, y en 1aE demás -

células que poseen los receptores Fe y C3b. Tampoco 

son comparables los resultados obtenidos con macr6-

fagos que provienen de diferentes lugares del. orga­

nismo; ni con macr6fagos de diferentes especies -~ 

animales. 

Los ensayos con rosetas han facilitado el est'!:!, 

dio de loe receptores de superficie, particularmente 

aplicado a polimorfonucleares. Aunque se conoce poco 

sobre el mecanismo exacto acerca de la unión de la­

superficie del receptor a un antígeno se proponen 2 

modelos (14) para el en1ace Fe de las IgG estimu1a­

das. • 

a)Modelo del receptor migra~or .-El enlace de la 

porci6n Fe a la inmunoglobulina IgG eetimu1a la 

migraci6n de receptores al área de ataque. Asi la -

comcentraci6n local de receptores se incrementa y 

marca un enlace adicional más probable(figura i). 
b)li!odelo del receptor estático. -La porción Fe de 

IgG son destinadas a una simple entidad molecul.ar 

aon múJ.tiples sitios. Los enlaces inducen a cambios 

intramolecul..ares estéricos que facilitan el enlace -

subsiguiente de la porción Fe a IgG.(figura 2). 
Por lo tanto la formación de rosetas depende 

no solamente del en1ace de los receptores a las -

inmunoglobulinas , sino que se requieren cálulas ~ 

metab6licamente activas, una'citoestructura intacta, 
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y condiciones adecuadas de acuerdo a la especie con -

que se trabaje. 

Particu1armente e1 método de rosetas EA y EAC 

empleado en este trabajo es más sencill.o en compara~ 

ci6n con otros,tal es el caso del radioinmuno esnayo~ 

(5). 
Las rosetas se pueden formar en tubo y en prepa -

raciones fijas, en este trabajo se prefirió el método­

de rosetas en preparaciones perr..1anentes debido a que -

presenta las siguientes ventajas:(16) 

-permite eliminar completamente las células no adhe ~ 

rentes 

-permite repetir la observación las veces que sea nec~ 

BariO 

..permite una cJ.ara dintinci6n entr las c6lu1as l.ibres 

y l.as formadoras de rosetas. 



figura l 

figura 2 
. 

· PMN' = Polimorf'onuclear 

AG = Antígena 



COMPLF.JOS INMUNES iJ!l 
Un gran número de variables pueden contribtU.r 

a la formación de complejos inmunes circu1.antes. -

.Existe una amplia variedad de antígenos,. en su ma­

yoria extrínsecos(productoa de virus,bacterias, ~ 

rási tos, mohos y alimentos ingeridos), pero algunos 

intrínsecos(tales como DNA,RNA, inmunoglobulinas y­

otras proteínas propias), que pueden formar complejos 

inmunes. Teoricamen~e los complejos inmunes pueden­

ser producidos por todas las clases de inmunogJ.obu-

1.ina.s, entre las que se e.acuentran Igm, IgG, IgA -

e IgE (32). 

Los comp1ejos inmunes se fijan a compl.emento,­

de ésta manera se determina. la clase de inmunogJ.o~ 

bulinas involucradas, el tamaño .de el. complejo de -

pende de factores como: antígeno-anticuerpo, radio­

afinidad de anticuerpo en1azante o si hay inter -

acción secundarl.a con factores reumatoides o inmuno 

conglutininas. 

Los compl.ejos inmUnes son formados tomando en 

cuenta el. antígeno resoonsable• la clase de i.."lll1Uno­

gl.obul.ina, capa<?idad de enl.ace a complemento, antí­

geno-anticuerpo (radio). Todas estas características 

pueden ser importante~ en la localizaci6n de comp!.e 

jos en un órgano, los factores que in.fl.uenc:ia:l. el. 

depósito tisul.ar dep9nden más de la cantidad formada. 

de la eficiencía de eliminación por ei sistema --­

re't!cu.l.oendoteli.al. y del vol.umen de sangre circúl.an. 

1Je de. un 6rgano por unidad de tiempo (Jl.). 

-6-
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Un modelo hipot~tico de 1a induco~6n no eepec!--­

fica de complejos inmunes es ilu6tra.da en la figura(J). 

Pe/istencia 

rompim!'ento de 
la célul.a hospe 
dera 

l 
Liberación de 
auto-ant!genos 

' . 

INMUNIDAD DEFICIENTE 

de prodtctos microbianos o viral.es 

Efecto Íayuvante Activaci6n poli--. 1 /~:ona1 de cé1Ts 
Aato-Anticuerpos Falta de regula. 

ción por cáltü.a 
supresora. t 

Oomp1ejas Inmunes 

Daño Ti,ul~r 
figura 3 

1 
rewnatoide 
onglutinina.s 

1 
1 

-. 

Se propone una deficiencia i.nmUnitaria como fun 

damento iniciador. el cual permite persistencia de­

ant!genos dentro de la. ciroulaci.6n.y tejidos princi.­

pal.es, adem(s un debilitamiento en el meca.nl.smo de 

control de la célul..a supresora. 

Altos niveles de complejos inmunes circu1antee 

han sido reportados (33) en u.na. amplia. variedad de -· 

enfermedades,. 'i.u:pu.s eritema.to so sistémico, varias 

f~rmas de_glomerul.onofritts, artritis reu.ma.toide, 
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enfermedades crónicas iní'l.amatorias de intestino, y 

muchas infecciones bacterianas, Vi.ra1es y parasita­

rias (33)°. ;)in embargo 1.os complejoa inmunes tam. -

bién aparecen en el suero de personas sanae, parti­

cularmente después de comer alimentos. 

Por lo tanto la presencia de complejo~ inmunes 

en la circulaci6n no sigi..~ifica necesariamente que -

son los responsables de la enfermedad. No todos ~ 

1.oe complejos inmun_es son dañinos, son importantes­

para loe mecanismos normales, ejemplo. los complejos 

inmunes de IgA formados desnaés de comer alimentos­

(34). Existen eVidencias, que indican que ellos son 

importantes en la regu.l.aci6n inmune, presentan una­

funci6n moduladora entre linfocitos fyB- (35). 
Los complejos inmunes se han detectado por 

diversos métodos 1.os cual.es se resumen a continua -

ci6n. t (31) 

Principio& para. la detecci6n de_compl.ejos inmunes 

.Morf'o1ogia 

Separaci6n 
por tamai'1o 

Propiedades 

- Microsc.opia el.ectr6nica 

-U1tracentrifagaci6n 
-cromatografia en gel 

fisicoqu!micas -Crioprecipitaci6n 
-i>recipitaci6n eón pol.ietilenglicol 

li:nl.ace a ·-Factor reuID.!1toide monoclonal 
Antiglobulina -Factor reumatoide policl.ona.l: 

-Anticuerpos Igifl 
-Anti-Anticuerpos 
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Enl.ace a 
Compl.emento 

Receptor 
Enla.zante a 
Célu1a 

-.\ctividad anticomplementaria 
-Clq 
-Conglutinina. 

-Células Raji (IgG, Fe, {C)b,Clq) ) 
-blacr6fagos {IgG, Fe, C3b) 
-Polimort'onucleares (IgG,Fc,C3b) 
-Linfocitos B ( IgG, Pe, C3b 6 d ) 
-Células K ( IgG, Fe) 
-Plaquetas (IgG, Fe). 

PRINCIPIO DEL EN~AYO Q2!! POLIETILEN GLICOL ( PEG ) 

I CONSUMO ~ COMPLEMENTO ..(W. 

Paso l.-separa.ci6n de 1as prote!nas de bajo peso -­
. molecu1ar de las proteínas de al.to peso -

mol.ecu1ar, inc111yendo loe compl.ejos a.nt:!geno 

anticuerpo, por precipi taci6n con PEG-6000 -
o a 4 c. 

Paso 2.-despaés de centrifUgaci6n, los complejos -­

inmunes son redisuel.tos y se adiciona. oom; -

plemento hemolítico. 

-Paso. ).-el complemento es activado y consumido de -

pendiendo de la concdntraci6n de complejos 

inmunes presentes. 

Paso 4.-se adicionan eritrocitos de carnero sens~ -

bil:tzados con hemolisina • 

.Paao 5.-un número finito de eritrocitos es lisado -

por el. complemento residual.. 

Paso 6.-exiate una re1aci6n inversa entre la. cantidad 

de hemoglobina 11berada y la cantidad de -­

compiejos inmunes presentes • 

-9-
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- 10-



fil!. SISTEMA ~ COMPLErtíENTO 

El término COMPLEMENTO se refiere a un grupo --­

complejo de enzimas en el suero sanguíneo normal, 

que trabajan jwito con los anticuerpos y otros facto­

res. juegan. un papel importante como mediadores en~ 

las respuestas inmunes y alérgicas. Las reacciones--­

en las que el complemento participa tienen lugar en-­

el suero sanguíneo y en otros liquidos corporales,.­

por lo cual son consideradas reacciones humoral.es. 

El descubrimiento del complemento se 1lev6 a -­

cabo entre 1880 y 1890, de los estudios realizados -­

para observar. la capacidad del suero eanguineo para.­

matar microorganismos • En el descubrimiento de los­

ant; cÜerpos se encontr6 que su eapacidad para matar -

bac.terias depend!a de ln col.aboraci6n de otros consti 

tuyentes del suero: "ALEXIN o COMPL.EruENTO"• El nom -

bre tiene la intenci6n de indicar que el agente ayuda. 

al anticuerpo a numplir o realizar sus funciones --­

defensivas. Ahora se reconoce que las c6lulas son --­

atacadas por el complemento y que la ~wic16n del ant~ 

cuerpo es identificar a la célula invasora como un --

cuerpo extra.Pío y activar el ataque del complemento. 

Ct.lando ~l complemento es activado por ei anti -­

cuerpo se presenta una seria amenaza, no sólo por la.­

invasión de microorganismos ~ sino tambi6n de que --

1as células propias pueden ser susceptibles de ata -

que .. Esta autodestrucc16zi es minimizada por el hecho-

-12 -



de que los anticuerpos fijan el complemento en la super 

ficie de la cél.ula invaeora. Así tenemos que los anti­

cuerpos tiennen 3 :funcionesr 

1.-reconocer al. invasor extrailo 

2.-la activación del sistema de compleman~o 

3.-fijaci6n del complemento en la superficie de las cé­

lulas invasoras. 

Por su parte el sistema de complemento debe llenar 

tres qequisitost 

1.-debe tenor una unidad de reconocimiento de lo pro-­

pi~, así como poder re&ponder a las mol~culas de 

anticuerpo que han detectado al invasor extrafio. 

2..-debe ~ener un sitio de recepción para la combinación 

y que ensanb1e en la superficie de la célula extraiia 

euando ha sido activado. 

J.-orden para mínimi.zar el dai'io a lo propio, y la acti­

vidad debe ser limitada en tiempo. 

Esta limitación es llevada a cabo en parte por.­

ia degeneración de la actiVi.dad del complemento y en -

pa~e por la interferencia de inhibidores y enzimas -­

destru.cti vas. 
Cuando el sistema. inmune actúa en actitud anta -

gonista en contra de un microorganismo el resultado es 

de protección9 yero cuando es en contra de células 

propias, el. resu1tado es un quebranta.miento de los -

sistemas del cuerpo. Estos quebrantamientos e~ lo que -
se conoce como alergias o reacciones de ~ersensibi-

U.dad.e 

-13 -



Las prote!naa del complemento 

Hay 11 proteinas en el sistema del complemento y 

se designan por la ietra C y por un número que va de1 

1 al 9. La proteína Cl. es un ensWllblaje de subunidades 

deE>ignada.s como Clq,. Cl.r, Cls. 

De loe estudios de Irwin H. Lepow de la Universi 

dad de Connecticut se conoce que las subunidades son -

mantenidas juntas por otro tipo de enlaces que no soa-

1 . l. t al y que el i6n ca++ as uniones cova en es usu es, es -

necesaria· para mantener el ensamblaje intacto. El. 

ensamblaje entero se cree que consiste en una molécu1a 

de la subWlidad Clq, dos moléculas Clr, y cuatro de Ola 

Loa nt1.meros asigna.dos para las proteínas de com-
• 

plemento reflejan la secuencia en la que ellos comien 

zan a activarse, con excepción de la C4 que reacciona­

despu6s de Ol 7 antes de c2. 

Las proteínas del complemento ahan sido separadas 

en fo.rma pura. La concentraci6n de cada una en e~ --­

suero sangu!neo humano se ha determinado gracias a l.a -

movilidad electroforática y con· su peeo molecular. La 

molécula de Clq contiene un aminoácido inusual, hidroXi 

prolina. También contiene una gran cantidad de glicina.­

Y cantidade~ sustanciales de carbohidratos,(probable--­

mente galactosa~ glucosa), lo cual. sugiere una composi 

ci6n similar a la del colágeno, que es la ?rincipal -­

proteína del tejido coaectivo. En la explicaci6n de las 

funcione$ respectivas de.las li proteínas en el sistema 

de complemento es conveniente dividir la discuai6n en-

14 -



tres partees Reconoci!Ili.ento, Activaci6n enzimática y el 

ataque por factores de complemento que resultan con la 

deEtrucci6n de la célula. 

RECONOCIFr.IENTO. 

La unidad de reconocimiento del sistema de com -

plemento es la molécula Clq la cual tiene ln capacidad 

de recombinarse con un segmento de l~ molécula de in 

munoglobulina, la cual enlaza a la molécula del antí 

geno ( figura A ). 

Loa anticuerpos en el momento en que se combinan 

con el antígeno cambian, y este es el responsable de la 

conversi6n del factor complemento Cl de una enzima inac 

tiva a activa. E1 sitio activo de la enzima es sobre 

la cis (designada barrera de activación). Esto indica­

que la eubunidad Clr tiene ':1ll papel como agente in ter -

medio entre Clq y Cls en el proceso de activaci6n. ---­

Cls es una enzima. 

ACTIVACION ENZIN:ATICA 

El segundo período involucra a los factores de 

complemento C4, C2 y C3. Su activaci6n es iniciada --­

por la enzima Cl.s que activa al componente C4, el cual. 

llega y se pone en contacto con la EUbunidad Cls (fig. 

By C), C4 s~ rompe en doE partes C4a y C4b, áste 6.J.ti 

mo se fija a la superficie de Jamembrana celular (D).­

El siguiente par,o involucra l.a adsorci6n de C2 al -

componente C4b, esta adsorci6n es promovida por sal.es 

de ~g++{figura E). La siguiente adsorción de l.a molé 

cul.a C2 es a partir de Cl.a vecina, C2 ~e divide en 2 y 

el fragmento·C2a combinado con C4b forma una enzima --

- 15 -



que divide a C3 en dos fragmentos (figura F), uno CJa 

es liberado y juega un papel como dediador de la infl.a 

maci6n. EJ. fragmento C3b queda ligado, parte de ~1 a -

la superficie de la célula, jugando un papel importan­

te como promovedor de la fagocitosis. La otra parte -­

de C3b se fija a la enzima C4b2a (figura G), formando­

una nueva enzima que tiene la capacidad de dividir a -

C5 (figura H). La. enzima C4b, 2a. e::> bastante e E table a -

oºc, su vida medí.a es cerca de lü hrs a 37 ºc. Pierde­

su actividad y el frag:nento C2 ~ue contriouye al sitio 

enzimático también es liberado de la enzima C4b,2a,Jb. 

Este decaimiento del proceso puede ser visto como uno­

de los factores que limitan la capacidad de el sistema 

de complemento al. ataque de la célula huésped. lil com­

ponente es es activado a travás de la enzima C4b,2a,3b 

y e::> di vi.di do ( figu.ra H) en CSa. que es liberado y tiene 

un papel. como mediador en 1.a ini1.amaci6n. El fragmento 

C5b permanece sobre la enzima C4b,2a,3b para activar -

la fijaci6n de 1os componentes C6 y <n (figura I). El­

comp1ejo C5b,6,7 se fija a la superficie de 1a célu1a­

en un nuevo sitio {figura. J), liberando a la enzima: -

C4b,2a,3b. 

ATAQUE CELULAR 

La secuencia a1 ataque celular es iniciada con la 

participaci6n de C5, una vez formado el complejo C5b,ó,7 

se combina C8 primero con la subunidad C5b del compl.ejo 

C5b,6,7, y entonces se une c9. 
Los comp~nentes del compie10 C5b,6,7,8,9·se con-
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gregan_semejando un camino, como una pequeda. abertura 

a traves de la membra.ua. permitiend~ que nuevos iones­

puedan ~ sar ( f'igara K). 

La adici6n de cg, faciJ.i ta el. agrandamiento de J.a 

abertura y la rapidez de la corriente de agua aumenta, 

los iones de la céluJ.a también cau.~ando hinchamiento -

y rompimiento ceJ.uJ.ar. 

FIGUFAS QUE ESQO'Eit:ATIZAN LA SECUEI•CIA DEL / 

CO?r!PLE?l1ENTO 

Figura A 
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Pi«ur& ·:a Pigura C 

Pigura D 



J'igura. H 

Figura J Figura 1: 

l'igura L 
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!AA VXA. .ALTERNA O PROPERDINA 

Es activada por polisacáridos y por agregados ~ 

de IgA. Consiste de 5 proteínas distintas& el factor­

inicíador (IF), proactiv~dor(PA), tercer componen~e 

de complemento (CJ), proactivador convertasa (PAse) y 

properdina. 

La vía al.terna de activaci6n de complemento ee 

define como aquella que comprende las proteínas del 

pl.asma, después de un evento d:i.sparador. Interactúa de 

forma específica C3, y C5 convertasa sin la partici 

paci6n de los componentes Cl,02, y C4 de la vía clá~ 

sic a. 

Las actividades biol6gica;. en las cuales intez--;._ 

viene la via pro~erdina aon¡ 

&)defensa humoral. contra bacterías 

b)inactivaci6n de virus suceptibles 

c)lisis de eritrocitos de pacientee con hemoglobinu-­

ria nocturnal. 

d) muerte del protozoario Toxoplasma ·Gondii. 

MECANISMO DE ACCION 

Aparentemente hay una síntesis constante de C3b -

en cantidades muy pequeaas en la circul.aci6n. La enzima 

que causa esta producci6n no se ha. identificado, sin 

embargo se soEpecha de un complejo laxo de C3 nativo 

7 el. factor B así como enzimas de l.a coa.gula ci6n o da -

los sistemas fibrinol.!ticoe, o enzimas tisul.ares. 
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La mayor parta del C3b de nueva síntesis porma -

nace en l.a faae líquida, pero cierta cantidad se fija­

ª diversas superficies cel.ul.ares. 

Existe un equilibrio entre el C3b generado e inac 

tivado, el cual se rompe por la introducción de acti -

vadorea. El. C3b depositado sobre los activadores es -­

protegido de la destxucci6n que realizan el inactiva 

dor de C3b y el acelerador del inactivador de CJb. Es­

te C3b protegido unido a la membrana, interactúa con -

los factores B y D formando una enzima C3bBb, e~ta -

es capaz de fragmentar cantidades muy- grandes de 0). -

Un volumen considerable de este C3b recientemente --­

sintetizado l.lega a la superficie del activador , in -

tera~túa con factores B y D adiciona1es y forma más -­

C)bBb. Las moléculas de l.a enzima C)bBb se hacen f'un 

oionalmente más eficaces en presencia de properdina, 

la cual se ~ija al complejo y lo estabiliza mediante 

disminuci6n espontánea del factor B. 

Mu.chas ch las niol&cul.as de C3b sintetizadas por -

las enzimas unidas a la superficie C3bBb 6 CJb,P,Bb 

se fijan a la superficie de la partícula activadora y 

en estrecho contacto con estas enzimas. EstQ·conduce -

a la formaci.6n de la a enzimas modificadas C)bnBb 6 -

C3bn, P,Bb, las cuales son capaces de desdoblar a C5 y 

de iniciar el mecanismo de ataque a la membrana.( fJ. -

gura 4). 
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Substancia activadora 

1 IP',B,D,C3,Mg 
c3 

Sl 
IF,B,C3 ~-:-----------l. 1 B,D, Mg 

¡"'L- s2-c o..l>· s2 CJ,Bb-:-1" 
03 . Bi,...- __:_i 

S • part:!cuJ.a activada 

1 • factor iniciador 

C3• tercer componente de complemento 

B 6 PA = proactivador 

D 6 PA.ae= proactivador convertasa 

P • properdina 

C3bINA 6 KAF • C3b inactivador 

S2 C3b,P,Bb 

C5,6,7,8,y 

S), C5b - 9 · 

A-C3bINA 6 Bli! • C3b acelerador del. inacti vador 

. P'igu.ra 4 



.!&§. INSECTICIDAS 

El uso de los 1.~secticidas se ha incrementado ~ 

en los Últimos a.qos, en relaci6n al incremento de la­

población, la necesidad de alimentos, la protección -

de la salud (enfer:nedades transmitadas por insectos ) 

y la conservaci6n de áreas verdes (24). ~in embargo -

se ha ab~sa de su utilización. El uso de insecticidas 

involucra problemas inherentes como: 

-efectos atribuibles a los residuos tanto en el área -

donde se aplican como a una di~ta.ncia considerable de 

dicho sitio. 

-$)roblema de acumulación biológica a través de la ca -

dena alimenticia (25). 

DDT 

Qu.imicamente eas Diclodifeniltricloroetano 6 
l.l,l,-tricloro~,2-bia(clorofeniletano). 

( L 

Ji'u6 sintetizado en 1874 por Othmar Zeidler , pero no -

se le reconocio como insecticida hasta 1939 por Pa.ul. • 

Hermann MUller (2ó). 
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Propiedades: 

Cristales incoloros o polvos blancos, inodoro -

o con olor ligera~ente aromático, insoluble en agua,­

soluole en acetona, etér, benceno, tetracloruro de ~ 

carbono, Keroseno, dioxano, piridina, muy liposoluble 

( 27). 

Toxicidad: 

En mamíferos e:: moderadamente t6xico cuar:do se­

ingiere por vía oral. DL50 en ra.ta5 Winstar por ésta­

vía 200 mg/Kg 

La. toxicidad en pájaros e~ más baja q~e en ma 

miferos, es tóxico para peces, algunas especies eon 

incapaceE de ::obreviVir en medios que contengan 0.01 

ppm de DDT. ~iendo mayor la toxicidad en ~eces a tem­

peratura baja (26). En humanos cau::a toxicidad a 

dosis de 16-28 mg/Kg pre.entando vómitos inmediato~ y 

convulsiones (28). 

lletabol.ismo: 

El D.DT sufre biotran~formaci6n por enzima~ que­

se encuentran en la. fracci6n ~icrosomal. del·hÍgado de 

mamíferos, como oor bacterias del medio ambieute. 

Usos: 

~e emplea oara ylru~taciones de algodón,del tabaco; 

contra plagas de al.imentos, contra iasectoo transmiso­

res de enfermedad , en el h~gar. 
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·TO X.APENO 

Es una mezcla compleja de derivados clorados 

del canfeno, contiene de 67 a 69 ~ de cloro, y al 

parecer está formada por lo menos de 177 compuestos­

su formula conde~sada ee c
10

H
10

cL
8

(24) 

Propiedades: 

~6lido céreo, de color ambár con débil olor a 

cloro y alcánfor, p.f.=65-90°c, densidad 1.66(27º0 ). 

Soluble en disolventes orgánicos comunes, muy liposo 

luble en agua solo a la concentraci6n de 3 ppm. Es -­

estable en solución, los alcális, la luz solar y ---­

temperatura mayor de l55ºc, producen declorinaci6n(27). 

Toxicidad s. 

En animales ea más tóxico que el DDT (29). DL50 

en ratas vía oral 160-120 mg/Kg·, al temen te tóxico para 

perra:s ( DL50=50 mg,itg ),(24). Adli.nis1lando toxafeno -­

por v!a oral a ratas y a ratones preffadoa (30) duran-
te el período de la organogénesis se observ6 una ____ ,,_ 

toxicidad fetal a 1as dosis de 15.25 y 35 mg/Kg-, también 

se observ6 una disminución del peso de las madrea en -

relación direeta con el nivel de dosis. 

Metabolismot 

El. toxaf eno se metaboliza en el organismo de --­

ratas y se excreta en heces y orina, en gene ra1 sufre 

declorinaci6n. 
Usost 

Insecticida para 1echugas y coles en los primeros 

momentos del crecimiento. 
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l! ! ! !! ! ! !! 

-En. el presente trabajo se realiz6 una intox1caci6n 

cr6nica, durante 122 d!aa con los insecticidas D.DT y 

Toxafeno, se utilizaron 72 ratas macho cepa Winstar, 

administrandoles ciariamente dosis previamente cal.cu 

l.adas d.e acuerdo a su. peso, el cuaJ. fué veri.ficado -

cado cada 4 días, llevando así un control de áste. 

La administracidn se realizó por medio de una soa 

da gástrica. Se realizaron 4 determinaciones: 

- a los 68 días de administrar Toxafeno 

- a loa 112 d!as de administrar DM 
-· a los ll6 días de administrar Toxat'eno 

- a loe 122 días de administrar DM. 
Las determinaciones fuerons 

- rosetas . EA (receptor Pe) y EAC (receptor aJb) 

-titu.laci6n de compl.emento en unidades 5~ hemo -

lf ticas 

--determinación de compl~joa inmunes. 

-·-
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FUNDAN'.ENTACION DE LA. ELECCIÓN DEL TEMA -- --
Sabemos del uso indiscrimi.nado en el país, de los 

pesticidas, y también que las plagas se vuelven cada -

vez más resistentes a 6stos, en consecuencia cada vez -

se incrementa más 1a. dosi~ mínima de in~ecticida to 

lerada por el hombre, lo cual repercute en la salud del 

personal. encargado de la anlicaci6n de insecticidas, -

ya que a estas personas no se les proporciona la debida 

protecci6n • 

Conocemos el uso del DDT ~ Toxafeno como L~secti­

cidas, principalmente el DDT en el hogar y el Toxafeno 

a nivel agrícola. Se han realizado estudios (18,22) en 

los cuales se han encontrado que estos insecticidast 

·a) se acumulan en los tejidos del organismo expuesto 

a ellos, principalmente en la porci6n lipidica(l7) 

b )- producen dai'io hepá. tico ( 24) 

e) posiblemente pueden ser inductores de cáncer y de -

al.gunas mutaciones.(19,20,21) • 

Sin embargo no se han realizado estudios a nivel 

inmu.nol6gi.co, por lo cual el ~re~ente trabajo e~tá 

enfocado a demostrar la inf'l.uencia tóxica de estos 2 

insecticidas soQre la res~uesta inmune, basandose en 

J.oe estudios anteriormente realizados. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El toxafeno y DDT se han utilizado por mucho tie!!! 

po ein que hayan presentado problema5 serios en la --­

poblaci6n general. Sin embargo se ha demostrado que -

producen año hepático y que es más hepatot6xico el -

Toxafeno que el DDT (24). 

Sabemo~ del uso indiscriminado en el país y la ~ 

poca protecci6n que hay para el personal encargado de­

su aplicaci6n en el campo. Probablemente con la demos­

traci6n del daño producido a nivel inmunol6gico, lae -­

precauciones se extremen al aplicar dichos insectici­

das. 

- 28 -
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Q.!!!.!!!Y.Q! 

OBJE'.rIVOS GENERAL.ES• 

-Poner de manifiesto que la toxicidad inducida por los 

insecticidas Toxaieno y DDT, tiene implicaciones 

inmunol6gicas. 

OBJETIVOS ISPECll'l:OOS : 

-CU.antifica~ poblaciones linfoides por el método de -­

rosetas EA. y EAC 

-Determinación de complejos inmunes por precipitación­

con ~olietilen glicol y consumo de complemento. 

-Titulación de com~lemento en unidades 5~emoiíticas. 



La intoxicaci6n inducida por DDT y Toxafeno 

a1tera la res~uesta inmune, 9or lo que se -

espera encontrarr 

-modificacione' en las poblaciones linf'oides 

-un aumento en la for.naci6n de complejos 

inmunes. 

- disminución en l.a actividad hemolítica. del. 

eQmp1emento. 
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.. 

PARTE EXPERIMENTAL 

MATERIAL 

-pipetas de 1.5 y 10 mJ.. 
-pipetas Pasteur 
-tubos de esnsye de l))Q.00 mm. 
-probetas de 50 y 100 ml. 7 1000 mi. 
-cámaras de Newbauer 
-pipetas para globul.os blancos 
-boquillas 2 -naak 25 cm 30 ml. • Lux ScientU'io Corporation 

(cajitas para cultivo de tejidos. estériles) 
-cubre hema.tímetros 
-estuche de disecci6n 
-gradillas 
-jaul.as para. ratas 
-matraces Erlenmeyer de 1 it. 500 ml. y 250 ml.. 
-vidrios de relog 
-varilla de vidrio 
-papel watman # 1 
-platos microtitul.adores Cat. No 1-220-24 B Cooke 

Lab. Producta. 
-embudo buchner 
-Vasos de precipitado de 500. 250 y 1000 mi. 
-equiuo para miorotitulaci6n 
-bolsa pira di.alisis 
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EQUIPO 

-incubadora Precision Circul.ating System-253 

-centrífuga Mod. J-12 5000 rpm "Sol-.Ba.l..." Aparatos Cien. 
tífico e 

-vortex 

-rel.og 

-bomba de vacío, welch doble sello, Modelo 1410 serie 
1234 

-microscopio Zeizz West Germany 

-espectrofot6metro P?n 2 D.L. Zeiss Industrias Carl --
Zeiss de ~éxico ~.A. 

-piano, Laboratory Counter C1ay Adama Parsippany,N.J. 
0.7054. diviQi6n of 3ecton, Dickinson and Company 

-báscu1a ana.J.!tica ME?rER 

-potenci6metro 

-colector de fracciones 21.l.2 Redirac lPraction Col.l.ector 
LKB Bromma 

-refrigerador 

-agitador magnético. 



REACTIVOS 

-Sephadex g-200 tamaño de partícula 10-40 Al\ Lab. Sigma 

-DDT Q.P. Geigy 

-Toxafeno Q.P. Fertimex S.A. 

-DEA.E Cel.ulosa 

-aceite de cártamo 

-Regulador de trietanolamina (TB~) Stock lOX 

NaCL ~----~- 75 g 
ll!gCL2 .6H2o----- 1.0 g 
CaCL .2R20------ 0.22 g 

Triet~olam:lna 28.o ml 
agua destilada~- 800 ml 

disolver, ajustar el pH con HCL l.O N a pH=4 y llevar 
a 1000 ml.. 
:>oluci6n de trab"'.j o: diJ.uir l: l.O con agua dec tilada y­

adicionar gelatina a una concentra 
ci6n final. de 0.05~. 

-i>reparaci6n del May-Greenwald 
diluir por lo menos 100 :ng del polvo en 50 ml de a.l. -
cohol metílico puro. Dejese re~osar una semana antes­
de usa.rl.a. 

-Regulador de EDTA 0.2 M pH=7.2 

diluir 74.4 g de EDTA dis6dico en agua deetilaia y --­
aforar e. l.000 :nl.. 

-Regulador de fosfatos 0.1 M pH=7.0 

NaH2P04.4H2o ------~ 8.4ó0l g 
Na HPO ------ 5. 49 g 
di~olv~r en a~a de6tilada y l.eer el pH, aforar a l lt. 

-Regulador de boratos 0.125 M pH=8.4 

6.18 g de ác. bórico 
9.53 g de tetraborato dis6dico 
4.38 g de BaCL 
l.O g de NaN

3 
en l lt. de agua destilada. 
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-Regulador salino de fosfatos (PBS) pH:c7.4 0.15 M 
NaCL -~-80g/ lt 
KCL ·--- 2g/lt 
Na2HP04----ll.5 g/lt 
KH 2PO 4 - a g/lt . 
disolver en 1 lt. de agua destilada. es conveniente -
llevado a una diluci6n por die~ para. al.?nacenar y di 
luir co~o se requiera. 

-Solución eal.ina amortiguad.a pH 7 .4 (SS.A) 
Sol.A 
NaCL 8.0 g 
ICCL --- 0.4 g 
MgS04?H20-- 0.2 g 
Na2HP04---- 0.045 g 
KH 2P04 -- 0.060 g 
di::.olver en 500 ml de 84IU8. de::.til.ada 
sof".B 
cacL 2H2- . --- o.147 g 
disofver en 500 ml de agua destilada 
Sol. e 
glucosa -----1.0 g 
disolver en·lO m.l de agua· destilada y mezclar con-..:--· 
1 lt. de partes iguale~ de la~ ~o~ucionee A+B. 
Sol D . 
rojo de fenol - 0.002 g 
disolver en 10 ml de agua destilada y añadir a la 
me:cla A+B+C. 
Sol. E 
tris - 13 .l. g 
disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar a pH=7.4 
si es necesario con ácido clorhídrico, aforar a 1000 ml. 
con agua destilada. 

SÓluci6n de trabajo: mezclar volúmenes iguales de 
la solución E y de la Uezcla A+B+C+D, reajustar el pH­
a 7.4 si es necesario. 

-Polietilen glicol al ll.25~ (11.25 g de PEG en 100 mi­
de regul.ador de boratos). 

-Polietilen glicol al 2.5 ~ ( 2.5 g PEG en 100 m1 de -­
regulador de boratos). 
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-Dextran azul al l" en agua destilada 

-ácido b6rico al 2 ·~ ( 1 l t). 

-HCL l.O N. 
-sulfato de amonio (aoluci6n concentrada) 

-solución salina de NaCl al 0.2~. 1.6~, o.85~. 

-eoluci6n salina 0.15 M 

-carbonato de sodio al 2~ en. agua destila.da. 

-NaOH O.l N 
-tartrato de sodio o Potasio al. 0.02~ en agua destilad.a 

-eu~o 4 al o. 57' 

-colorante Giemsa diluído lalO (500 ml). 

MATERIAL BIOLOGICO 

-72 Ratas mach.o, cepa iVinstar 

-eritrocitos de carnero en so1ución Alsever 

~IgM e IgG de Conejo 
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METO DOS ! PBOCEDIMIENTOS 

URCA.JE DE Ril..\S 

Se tiene un lo~e de 72 ratas macho cepa ~instar • 

las cuales son identificadas en cada jaula de Ja. si ~. 

guiente manera: 

A.nimales Marca 

l. cabeza 
2 mano derecha 
3 --- mano izquierda 
4 pata derecha 
5 para izquierda 
6 lomo 
7 cola 
8 nada 

Distribución de i's jau.l.a6: 

Normales 

toxafeno 

D~ 

1 de jaala 

1,4,7 

2,5,8 

3,6.9 --
PREPARACIOI\ DE LO.=> A.G:éNTES DD'r :f TOXA.P'ENO .iN SOLUCI01' 

Se preparan 2 soluciones en aceite de cártamo , -

una Toxafeno (B.25 m.g/m.l) ::¡ ot.ra de DDT (i5 mg/ml)9' -

estos 1118 equi ~en a1 15% de 1."I. DL50, de caW:I. uno 4e -

l.os insecticidas, empleando para el. cál.culo el paso -

máximo aproximado de las ratas(500 g), con el. fin de_ 

aplicar dosis no mayores de un mililitro. 
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Calculost 

Toxafeno DL50 = 110 ~/Kg 

Toxafeno en ~oluci6n de xilol al 90~ 

el 15~ de la DL 50 se calculó así: 

(110 mg)(0.5)=16.5 mg de Toxafeno/Kg 

el peso máxi~o aproximado de las ratas es 500 g -

6 o.5 Kg , para preparar un litro de solución tenemoss 

(16.5 mg/Kg)(0.5 Kg)=8.25 mg/ml 

para Wl litro necesitamos 8.25 g/lt, a un 905', pe.ro 

ue requiere una sol11ci6n al 100í';, entonces: 

8.25 g --90.-' 

X • g ---- 100~ X= 9.1 g/lt 6 9.l mg/lt de -
Toxa.feno 

Por lo tar~to se necesitan 9.1 g de Toxafeno para 

un litro de aceite de cártamo. 

DL50 = 200 mg/Kg 

El 15~ de esta do~is se calcuJ.6 as!t 

(200 mg)(0.15) = 30 mg/K:g 

El peso máximo de las ratas es 500 g. 

Para preparar un iitro de soluci6n tenemost 

(JO mg/Kg)(0.5 Kg)=l5 mg de Di>T 

Por lo tanto , tenemos que para l lt. se nece -

sitan 15 g de DDT. 
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APLICACIÓN DE LOS INSECTICIDAS 

Se les aplic6 diariamente la dosis corresponcii.ente 

de acuerdo al peso del a.nil!lal por sonda gástrica, intro 

duciendo la sonda por el eE6fago. E1 peso de los enima­

les se regiatr6 cada 4 días. y antee de ser sacrifica­

das tambián. se pesarón. 

Para cada detenninaci6n se emplear6n loteE de 5 -

ratas normales y 5 intoxic&das, sólo la última determi­

naci6n se efectuó con un lote de 7 ratas intoxicadas. 

l'ORMACION J2! ROSETAS· 

INMUNIZACIÓN DE RATAS PARA OMENBR IgG E I(;M ANTI-GRO 

( 36 ). 

Se inmunizó con o. 5 ml. de GRC al 10.' ~or via 

intravenosa a 8 ratas, sigu.iendo el sigu.iente esquema 

Inyecci6n Tiempo Dosis 
1 (día) O 0.5 ml GRC 
2 2 
3 4 0.3 ml. 
4 ó O.J ml. 
5 8 0.3 ml 
6 10 . 0.5 ml 
7 12 . 0.5 m1 
8 14 
9 l,6 

sangrado 22 sangrar a blanco· 

Notaa los glob'-'.lOE:i rojos de carnero se prepararon a -­

l mg/peso/ml. 

t 

Una vez transcurrido el tiempo. las ratas fueron -

sangradas a blanco, por incisión axilar , obteniendose­

el suero, se detennin6 el título de hemaglutin~ci6n .­

Posteriormente se procedió a obtener la IgG e IgM. 
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OBTENCION DE IgM POR CROY.ATOGR.l?IA .fil! COLUMNA 

.PREPARACIÓN DE LA MUE~TRA PARA OBTENER Ig.M de Conejo(~ 

l)a un litro de ácido borico(al2%), adicionar gota a -

gota con agitaci6n 50 ml. de-suero, el cual se ha clari 

ficado preViamente y liberado de l!pidos de la sigu.ien 

te manera: 

-centrifugar a 1000 rpm/30 min. para. eli~inar l!pidos , 

se forma un disco en la parte alta del tubo, el cual es 

eliminado, y de inmediato se filtra el suero por un -

embudo y un papel filtro Watman # l. 

2)deje la mezcla de suero-ácido bórico a temperatura 

ambiente por 30 min. ( con agitaci6n). 

J)centrifugar a 2000 rpm/5 min. a temp. ambiente. 

4)guardar el sobrenada.~te, dejando invertidos los tubos 

sobre un papel filtro Rara que permi. ta el drenado del -

1'!quido residual. · 

5)adicione l.ml de amortiguador de fosfatos a 1 tubo y 

combine l~s sedimentos de los tubos con otro mJ., realice 

lo mismo dando otra lavad.a,(en los sedimentos esta IgM). 

6)montar una columna de ~ephadex G-200 y correr la --­

columna. con amortiguador PBil pH= 7.4 0.15 M. 

NOTA: Partículas mayores de PM=200 000 salen primero­

de la. columna de Sephadex G-200, y las partícul.as 

menores pasan a absorverse en loe poros del ~­

~ephadex, por lo tanto tardarán más en salir de 

la columna •. 
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PREPARACIÓN DE LA COLtn.lNA 

l) pe~ar 17 g (peso seco) de Sephadex G-200 

2) en un matra: erlen=ieyer de l lt. agregar 750 ml de 

PBS, 1 el Sephadex preViamente peeado. 

3) coLocar el matraz dentro de un baño de agua hirvien 

do durante 5 hrs , agitando continuamente (esto 

provee sufícien~e gel e~bebido para una columna de 

lOOX2 .5, cm). 

4) pasadas 5 horas enfriar a temperatura ambiente y -­

limpiar de partículas finas el. ~ephadex,. de la 

siguiente maneras 

a)dejar sedimentar el gel durante 30 min 

b)tirar el sobrena<ia.nte y resuspender el sedimento -

·en 500 m1 de PBS pH=7.4 0.15 M• 
. . 

c)repetir los pasos a y b 3 veces 

d) la ill tima vez, _después del. 9aso b se resuepende 

en el. volumen origi.Ilal (750 m1 de pBS). 

5) vertir el gel dentro de la columna a lo largo de -­

una varilla de vidrio ~ara eVitar burbujas de aire, 

cuidar que la col.umna este vertical y no se mueva. -

vertir todo el gel dentro de 1a co1umna. 

6) permitir el asentamiento del gel en la columna,( 5 

hrs aproximadamente). 

7) una vez que el gel ha sido asentado colocar el --­

adaptador de flujo. 

8) empaquetar la columna. 9or corrillliento de 2 voiúmenes 

de PBS por la columna. La vel.ocidad del fiujo debera 

ser cercana a. 20 ml/h. 
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9) ya empaqu.etada la columna colocar sobre la super -

ficie una red de nylon que la cubra perfectamente, -

seguida de PBS. 

lO)evitar dejar secar la superficie de la columna, y 

antes de que esto suceda,. aplicar 2 ml de dextran 

azul al 1% para conocer el volumen vacío. 

11)una vez que conocemos el volumen vacío, y sin dejlr 

secar la superficie de la columna, aplicar la mues­

tra • 

.APLICACIÓN DE LA ~!UESTRA. 

1) Aplicar 3 ml. de muestra (IgM conejo anti GRC). 

con una. pipeta Pasteur larga, eVi ta."ldO alterar la 

superficie de la columna, ya q~e esto causa distor­

ci6n--de las band:::.s y por lo tanto una mala separa -

· ci6n. 

2) dejar correr la columna a raz6n de 30 gotas/ m.in. 

3) colectar las fracciones, en cada tubo , aproximada 

mente l. 5 m1 • 

4) posteriormente leer en er espectrofot6metro a 280 -

nm cada tubo, y realizar la gráfica absrvancia VS­

m.l. 

- 41 -



Valores obtenidos en el espectro~ot6metro a 280 nm. 

(ajustar a cero con .PBS ). 

Tubo;1' lectura Tubo lf Lectura Tubo # 1.ectura 

l.- 0.081. 21.- Q..70 41.- 0.557 
2.- 0.068 22.- l.89 42.- o.484 

3.- 0.075 2).- mayor de 2 43.- 0.322 

4.- 0.062 24.- mayor de 2 44.- 0.228 

5.- 0.063 25.- l.583 45.- 0.235 

6.- 0.067 26.- 0.715 46.- 0.222 

1.- 0.053 2.7 .- 0.454 47.- 0.180 

8.- 0.068 28.- 0.431 48.- 0.117 

9.- 0.055 29~- 49.- o .074 

lO.- 0.057 30.- 50.- 0.081 

11.- 0.054 31.- 0.382 51.- 0.074 

12.- 0.050 32..- o.;446 52.- 0.079 

13.- 0.045 33~- 0.551 5.3.- 0.055 

14.- 0.040 34.- o.663 54.- 0.046 

15.- 0.038 35.- 0.548 55.- 0.046 

16.- 0.26 36.- 0.661 56.- 0.124 

17.- 0.22 37.- Q.808 57 .- 0.033 

·18.- 0.20 38.- 0.961 58.- 0.034 

19.- 0.17 39.- 0.643 
20.- 0.22 40.- 0.468 

NOTA&· cada tubo contiene 1.5 ml. 
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TITULACION DE HEMOLISINA (Ig~) POR HEMAGLUTINACióN 

Una vez realizadas las lecturas en los tubos,. ( 

fracciones de la columna) se procede a titula:' la hemo­

lisina, tomanao como muestra problema., los tubos 22,23, 

24, 25,26. 

l)colocar una gota de PBS pH=7.4, 0.15 M (gota de 500~ 1) 

en cada orificio de Ja. placa. 

2)introducir un grillo en el primer tubo problema, y -

real.izar 12 movimientos circulares, saco.r el grillo del 

tuco e introducirlo en los siguientes orificios de la­

placa;, realizando en ca orificio, 12 movimientos sem±.­

.circulares, dejando el Último como testigo. 

3)realizar lo mismo para todos los demás tubos. 

4)1uego agregar una gota de GRC al 1%. 

5)incubar l hora a J7°C y leer las diluciones • 

. ó)en este caso las diluciones fueron: 1:2; 114, l:8,1tl6 

7)resultados: 

tubos 

22 
23 
24 
25 
26 

actiVidad de anticuerpo 

?fo hay 
lt4 
:Lr.8 
1:8 
1.14 

8 )se mezclaron los tubos 2.3, 24,. 25 obteniendose una 

actividad de anticuerpo de 1:16, y un volwnen de 4.5 m.1. 

9)a la mezcla se le a.ña.di6 azida de ~odio O.Ol M • 

0.03559i g/4.5 ml. peso/vol. como preventivo, y ae --­

al.maoen6 en el congelado~ ~erfectamente tapado~ 
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OBTENCIÓN DE IgG E?i:PL.EA.i.~DO D~ CELULOSA. ( 3) 

l)pesar 20 g de DEAE celulosa 

2)adicionar 400 ml. <le buffer de fosfato 0.01 M pH=8 a-

1a DEAE celulosa. 

J)ajustar el pH a 8 con HCL 1.0 N (se adicionan 9 ml. -

para ajustar el pH). 

4) u.na vez ajustada la mezcla a pH=8 se agita y se deja 

sedimen~ar 30 min •• se remueve el sobrenada.nte(las par­

tículas fi.nas ) y se elimina. 

5)resuspender la celulosa en su!iciente amortiguador -

para llevar un volumen adecuado, donde se pueda repetir 
el ciclo 2 veces má~. 

6)vaceer la celulosa e~ un ernbudj buchner, que tiene 2. 

c.apas de papel Watman .¡ 1,. "seque" durante 30 seg. de­

jando una ~a~ta húmeda. de celul:osa 

7)pese la celulosa en úu vaso de precipitado; para lOl:ll. 

de suero usar 50 g de peso húmedo de célulosa. Eh éste 

caso, utilicé 100 g peso húmedo de céluloea. 

8)mezcle 20 mi de suero con 60 :n1 de agua destilad.a a 

4ºC , mantenga esta mezcla a 4°C, y para. equilibrar l a 

tempera.tura ag1 te cada 20 min. durante l h.r. 

9)vacie la mezcla soore un bu.chner ~ lave l& celuJ.osa­

rapidamen~e con 3 volúmenes de 20 :n1 de amortiguador­

de fo~fato pa~a 0.01 M 

lO):toe mililitros obtenidos se ven a precipitar con -­

sul.fato d.e amonio aJ. .33 y 4~. 
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PRECIPITA.CI~N DE IgG (CONEJO) CON ~ULPATO DE Ai.!OHIO 

CONCENTRADO AL 33~ Y AL 40~. 

l)en u.~a bureta de 50 mJ. se coloca la mezcla que contiene 

IgG obtenida del procedimiento con 9BAE celulosa {142 ml) 

2)en un vaso de precipitacos de 500 ml se colocan S6.8ml 

de sulfato de amonio saturado {con el pro~ósito de obte -

ner una concentrccci6n final de amonio al 40~"). 

3)con la bureta agregar poco a poco los 142 ml de suero, 

ma..~teniendo una agitaci6n constante durante todo el pro-

ceso .. 

4)se continua agitando durante 15 min, después de termi • 

nada la adici6n del suero. 

5)centrifuge.r la sus~enci6n durante 15 min. a 3 000rpm-

6)el precipitado obtenido se resuspende en solución sa­

lina 0.85% hasta alcanzar el volumen original de suero. 

7)se repiten los pasos anteriores {1,2,3,4,5) una vez-

111ás 

Btel sedimento de la úl.tima centrifugación se resuspen: 

de de nuevo al volumen original de suero, y ahora. en -

el paso 2 en vez de colocar en el vaso de precipitados 

56.8 ~l de sulfato de am~nio, colocamos 75 ml, para ~ 

obtener así una solución de 33fo de sulfato de e~onio. 

9)se re9iten los pasos 3,4,después de resuspende el -­

sedimento en 15 ml de ~oluci6n salina y se colooa la -

eu~pensi6n en una. bolsa de diálisis. 

lO)introducir la bolsa de dialisis en 4 litros de solu 

ci6n sa.J.ina al 0.85~, manteniendo agi.taci6n constante~ 

dt.u-ante los 3 d!as que dura éste pro ces·', Ctllllbiando la 
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soluci6n salina diario • 

l1)tenninada la dialisis vacear ( con pipeta Pasteur ) 

el continido de la bolsa en un fresco perfectamente ~ 

lim~io y seco, agregar entonces azida de sociio a una­

concentraci6n de 0.01 M ( 0.03955 g/5 m1 ). 

l)tapar perf~ctar.iente el frasco y guarciar en congela-­

dor. 

l3)rea1iza.r una hemaglutinación, de la misma :m.nera ~ 

que se realiz6 con la IgM de conejo. 



PROCEDIMIENTO PARA SENCIBILIZAR ERITROCITOS DE CASNERQ 

RECEPTOR FC -

A 0.2 ml de paquete celular (eritrocitos), se ~ 

adicionan 4 rnl de SSA {que tiene una unidad subagluti­

na.nte de IgG de conejo), mezclar e incuba.r a 37ºc du -

rante 30 min., lavar 3 veces con SSA y resuspender al -

l~ en SSA (volumen fina1 20 ml). 

Cálculo: 

IgG conejo 1:1600 (título original) 

se empl~a IgG 1 + 1599=0.01+15 reduciendo más 

las cantidades tenemoss 0.0054,l (IgG) + 8 ml (SS) 

= SSA con l unidad subaglutinante. 

- RECEPTOR C3b -

A 0.2 ml. de paquete celular ( eritrocitos), se -­

adicionan 4 ml de SSA (que tiene una unidad subagluti­

nante de IgM de conejo), mezclar e incubar a 37°C ---­
durante 30 min., lavar 3 veces con SSA y re suspender ... 

en 4 ml de SSA • Añadir a ml de suero fresco de rat-a,­

dilu!do 1:40 en SSA y ajustar la suspenci6n al. l~ --­

(volumen final 20 m1). 

C'lculo: 

IgM conejo 1:32 (título original) 

0.2 ml(IgM) + ó.4 ml (SSA):SSA con 1 unidad sub-­

aglutinante? 

Complemento dilu!dos 

O.l ml ( suero ~rsco de rata) + 3.9 ml SSA. 
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,EOSETAS FC Y ROSETAS C3b 

Procedimientos 

Cosechar macr6fagos peritoneales, las ratas son -

previamente anestesiadas con éter etílico en una cámara 

cerro.da. Luego se inyecta a cada ra.ta 30 ml. de soluci6n 

salina citrato fria (Via peritoneal). De inmediato se -

agita a la r::,ta con movimientos de arriba hacia abajo -

(aproximadamente 60 movimientos), para obtener el exuda 

do peritoneal se hace un corte en la cavidad peritoneal 

y se aspira e1 exudado con una pipeta Pasteur, colee ~ 

tando el líquido en tubos de ensaye. El exudado perito­

neal obtenido se centrifuga a 2 000 rpm/5 min., dese 

char el sobrenada...~te y lavar el precipitado con ~SA a 

. 2. 000 rpm (2 veces), eliminar el. soorenada..'"lte. y pare -

romper los eritrocitos. agregar soluci6n sal.ina al 0.2~ 

(1 ml.), dejar reposar aproximadaniente 20 segundos y --­

agitar, de inmediato agregar l. ml de soluci6n salina al 

l.6~, para dejar la soluci0n total isotónica. Posterior 

~ente centrifugar a 2 000 rpm/5 min las veces que sea -

necesario, hasta.que el sobrenadante ya no se vea rojo­

( no haya hemoglobina), se repite el paso anterior. 

Posteriormente agrege r SSA~ y lavar los macr6fagos 

Obtenidos. Una vez lavados y eliminado el. eobrena.danto, 

se agregan 4 mi de soluci6n aal.ina amortigu.ada a los -

macr6fagos obtenidos de las rata::; probl.ema y las control. 

Ajustar el número de cél.ulas a 2.D.06 cél/ml. en medio -

ME1'4. Ya ajustadas :Las cU.11l.a.s. cubrir toda l.a. superfi -
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cie or.tda con ligeros movimientos, incubar 45 min. a 

37°c. Lavar con SSA 2 veces (después de i...~cubar), para 

eliminar las células no adherentes, (la SSA debe estar 

a 37°c, lo mis~o que los eritrocitos sencibilizados). 

Posteriormente afía.dir los eritrocitos (previamente 

sencibilizados ) cada uno en la cajita corres~ondiente, 

recordar que de cada rata se tienen dos cajitas, una 

debe tener eritrocitos sencibiliza1o~ con IgG y otra 

con Igrll. Incubar 20 min a 37°c y terminado ese tiec~o -

lavar con ~SA hasta eliminar completamente todos los -

eritrocitos libres, sin permitir qne la cajita se seque 

De inmediato teñir con Giernsa de la siguiente manera: 

1.-se agrega color[.;_nte May-Greenwald a la placa por -

teñir y se le deja reposar 2 min. 

2.-ee enjuag~ el May-Greenwald con agua destilada hasta 

que dal agua desaparezca el color ªzul. 

3.-se agrega colorante de Giemsa diluido con agua e.J. -

10~ y se deja re'Oosar por 10 min. 

4.-se enjuaga con agua de la llave hasta que el ag1.1a - . 

aparezca clara. 

5.-se deja secar, se rompen las cajitas y se· observa al 

microscopio. 
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DETEEMIN ACIÓN fil: CO!l'fPLEJOS INMUNE~ EQ.E PRECIPI­

TA.CION .QQ! l?OLIETILEN. GLICOL ( PEG) ! CONsm·.o g 

.Q. Q M !: f. ! ! S: !i ! Q. 1,gil. 

PREPA.RACION DE GAM!1TA. GLOBULINA DE RATA AGRbGAM ?OR CALOR 

En un vaso de precipitados se su~pendieron: 

8.3752 ml que contenían 250 mg de gamma globulina 

de rata + 41.62 ml de SS 0.15 ~ = 250 mg/50 ml. 

El vaso se coloc6 en •L~ baño de agua a ó3°C/12 min. 

Después la soluci6n se enfrio en una baño de hielo y la 

fracción microagregada se preci~it6 por adici6n de l.675g 

de sulfato de sodio anhidro, el cual se fue adicionando 

poco a poco para asegurar la total. disolución de 6ste. 

En seguida la soluci6n se incub6 a 4ºC/l hr., y se cen­

tri~ug6 a 3 000 rpm/15 min. para se~arar el precipitado 

mismo que fuá disuelto en 5 m1 de regulador de fosfato 

O.l M, pH=7.0. Luego la soluci6n proteica se dializó -

contra regulador de fosfatos O.l M, pH-7.0 durante 3 -­

días, con 3 cambios de regulador al día. El dial.izado­

se centrifugó a 3000 rpm/15 min. y al sobrenadante ob.,.. 

tenido se le determin6 su concentración de ~rote!nas -

por el m6todo de Lov.rry , final.mente se guard6 en un -­

tubo perfectamente cerrado, y en el congelador. 
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DETEF'I.UNACION DE PROTEIN AS POR EL M.eTO DO DE LOWRY ( 37) 

-Reactiyo ~ N~o3 a1 2~ + tartrato de Na 6 Potasio al 

0.02,.; en NAOH 0.1 N. 

-Reactivo B CuS04 al 0.5% en agua 

-Reactivo .2... 50 ml de A + l m1 de B 

-Reactivo D Rol.irx: sin diluir. -
Procedi:nientos 

1.-en un tubo de ansa.ye agregar l ml de muestra proble 

ma + 3 ml del Reactivo e, dejar reposar 10 min. 1 

adicionar O.l ml del reactivo D, dejar reposar 30 min. 

y leer a 600 nm. 
2.-En otro tubo '!'reparar un control cvn 50.A\S' de pro 

teína/ml y tratar esté control ccmo problema. 

3.-leer contra un blanco que lleva l ml. de a.gua desti­

lada + 3 ml. de reactivo C y 0.1 ml de reactivo D. 

Valores obtenidos: lecturas 

0.2 D.O. 

0.35 n.o. 
50""\g (control) 

problema 

Oál.culo 

50~g /m1 control --- 0.2 D.O. 

X=? ------------ o •. 35 w. 
X= 87.5 ~g/ml = o.0875 mg/ml de gamma globu­

lina de rata agregad.a por -­
calor. 
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COMPLEJOS INiWNES POR PREC!PI'fACION .QQ!i POLIETILEN 

GLrn (PEG)_! CON:.;,UJ',;Q ~ COMFLEl'!.ENTO <m 

l)a 0.5 ml de suero o plasma adicionar& 

O.l ml d1::: regulador de boratos, 0.125 M p?..:s8.4 ó 8.6 

O.l ml de regulador de EDTA 0.2 M pH=7.2 

2)incubar a J7ºC durante 15 min. 

3)agregar 0.2 ml de polietilen glicol al 11.25~ en regu 

lador de boratos. 

4)incubar a 2°c durante 90 min. en baño de hielo 

5)centrifug;c:r a 3 200 rpm durante 15 min. 

6)lavar el precipitado por 2 veces con PEG a una concl 

traci6n del 2.5~. Centrifugar a 3 200 rpm/15 ~.in. 
7 )resuspendez· el sedimento en 1..96 ml de regu1ador de 

trietanolamina( TB~) y adicionar 0.04 m.l de complemento 

(suero fresco ). 

8 )incubar a 37ºc durante JO min. en baño maria, prepa rar 

los controles siguientest 

Control l_ : 1.90 ml de TBS 
O.lo m.1 de complemento 

Control 2 t 1.87 mJ. de TBS 
0.03 ml de GG.A 
O.l ml de complemento 

9)dividir el volumen en 2 porciones id~nticas de ( l mJ. 

e/u) y adicionar 0.8 ml de TBS y posteriormente l.2 m1 

de una suspenci6n al 1% de eritrocitos de carnero sen 

oíbilizados con hemolisina. 
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Prepa~ar 2 testigos 

·Teotigo ( - ) 

2.8 ml de TBS 
1.2 ml de eritros. 

sencibilizados. 

Testigo ( + ) 

1.2 ml de eritros. 
sencibilizados 

lO)incubar a 37°0 durante 30 min. con agitaci6n lenta 

y con.s"tante. 

ll)adicionar a todos los tu·cos 1 ml de TBS en frío • A 

e:xcepci6n del tubo testi;;o(+) al que se le adicionan 

2.8 ml de a~ia destilada. 

12 )centrifugar a 2 000 rpm durante 10 min. 

13)leer el sobrenadante a 550 nm contra el sobrenad.ante 

del tubo teEtigo (-). 

14) calcular el norcenta~e de hem61isis que presenta -

cada tubo en relación al tes·¡;,igo (+) (lOO~de hem6-

lisis) 

15)sobre un papel semilogarítmico de probitas gra.ficar 

la relación entre los porcent~jes de hemóliei~ ( 

abcisas ) y la cantidad en m1 de suero diluído que -

se añadi6 a cada tubo (ordenadas). 

l6)unir los puntos con una l.(nea recta y determinar Etl. 

volúmen del suero que produce un 50;.; de hemól:i.sis. 

ll.7)calcular las Wlidades 50~ hemolíticas por m1 de --­

suero diluí e.o. 
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TITUiiA.Q!M ~ COMPLE?f.ENTO B! UNIDADES ~ HEMOLITICAS 

Procedimiento: 

1.-iavar 3 veces en lB centrífuga a 1500 rpm durante 5 

min. , los gl.6buloa rojos de carnero. en TBS y pre­

parar una suspensi.6n al. 2<J' en TBS ( 200 ml.). 

2.-ajustar la suspensión en una celda del espectrofot6 

metro de l.a siguiente manera t mezclar 0.6 :nl de la 

su.spensi6n de eritroci.tos al 2$ y 3.4 m1 de a.gua 

destil.ada. El. 1.00~ de hem6llsis debe dar una D.O. -

de 0.5, ( leer a 550 nm.util.izando un blanco de a.gua 

destilada), si no ~e obtiene esta lectura se corrige 

el. volumen, mediante la siguiente ecuación •. 

D.O. l X V1 • D.0.2 X V2 

V2 = D.OJ..X V1 
D.O. 2 = 0.5 

3.-a. 10 m1 de la su.spensi6n anterior ae le adiciona -­

un vol.umen igual. de hemolisina previamente titu1ada 

( 2 U 5~ H ) en TBS. Mezclar bien e incubar a 37ºc 

durante 30 min. con agitación freeuente. Transcurri­

do este tiempo se saca el matraz del baj\o y de esta 

manera tenemos loa er:i.trocitos sensibili.,.adoa a una 

su.spensi6n del i,r.. 
4.-se hacen una. di1uci6tt. del. suero problema ( lil.5) -

en TBS de l.a sigui.ente im.nera s 

O.l. m1 + 1.4 m.1 de 'fBS • isl.5 
su.ero 

Se colocan en bsiio de hiel.o l.os .tubos, u.tiJ.i.zando 
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2 tubos para cada auero problema y 2 para los testigos 

de la p.rueba. 

Tubos 

l 
• 
• 
• 
T (+) 

T (-) 

Dilución 
1:15 

problema 

eritrocitos 
sencibilizados 

1.2 ml 

1.2 ml. 
1.2 ml. 

TBS 

o.a mi 

5.- Se mezclan todos los tubos y se incuban a 37°C 

durante 30 min. con ¡agitaci6n frecuente. 

6.-sacar los tubos y adicionarles a t~dos 1.0 ml. de TB5 

frio, excepto al testigo positivo al cual se le pone 

2.8 ml. de agua destilada , ·agitar loa tubos. 

7.-<:entri:t'ugar los tubos a l 500 rpm/5 min. 

8.-leer los sobrenadantes a 550 nm. usando como blanco -

el tubo testigo (-}. 

9.-calcular para cada tubo el porcentaje de hem6lisis -

en relación con el testigo (+). 
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R E S U L T ~ D O S ----------. 
PROBABILIDAD DE MANN WHITNEY 

1..-se tiene?J 2 grupos, uno de ratas normales y otro 

de ratas intoxicas. 

2.-Cada grupo esta determinado de cierto número de -

elementos, que son ~ y n 2 respectivamente. 

3.-A cada elemento de ambos gru'!)os se les ennumera e:r:t­

orden progresivo, de acuerdo a sus val.ores que pre­

sentan, .asignándoles una numeración como la siguien 

te: l,2,3, •••• etc. 

4.-En. el caso de que 2 6 más elementos sean iguales, 

los números correspondientes del orden progresivo 

se suman entre si y se dividen entre el número de 

elementos~ es decir, si-los números que les corres­

pond!an eran. 4,5,y 6, se suman estos y se dividen -

entre el número de elementos, en este caso ea 3, a 

estos se 1;.es asigna al valor obtenido, y al siguiez:!:_ 

te elemento en el. orden progresivo se le pone el ná­

mero siguiente, en este caso es el número 7 y asi -

sucesivamente. 

5.-0btenido el orden creciente de ambos g:r;upos, se ---­

procede a sumar loa núme~os de orden creciente de -

cada grupo por separado. 

6.-A la suma de cada g?Upo se le designa con la letra 

R. R1 corresponde al grupo de los norma.las y R2. al. 

de ios intoxicados. 
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7.-Se les ap1ica la sigu.iente relaci6n para encon~rar 

u1 7 0 2· 

ul. .. ll]_n2 + l/2 n2 C ~ + l. ) - R2 

U2 = ~ n 2 + l/2 °i. { ~ + l. ) - R¡ 

8.-0btelti:.dos los val.ores de u1 y u2 , ee toma el menor 

9.-En las tablas de probabi1idad de Mann. Whitney (40)­

buscur el número de intersección de °J. y n2• 

10.-Si el valor de U, es menor ó igual que el obtenido 

.en tablas, estadísticamente los grupos son diferen­

. tes, con una " P( 0.05 "• 
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Intoxicaci6n con Toxafeno a los 68 d.Ías. 

Rosetf;t,s EA ( receptor P'c) 

Grupo NORMALE::. 

·U 
1 

o --1 

1 --5 
1 --5 

1 --5 

2 -9-:.2. 
?\""' 5 ~=25.5 

Grupo INTOXICADAS 

u2 

l. -- 5 
1-5 

2 -- 9.5 
1 --~ 5 
l --2-

r;.= 5 R2= 29.5 

Sustituyendo en la. relaci6n se· tiene:· 

º1= (5)(5) + 1/2 5( 5+1) - 25.5 = 40 - 25.5 = 1.4.5 

º2= (5)(5) + 1/2 5 (5+1) - 29.5 = 40 -29.5 = l.l.5 
· Se elije u2 = 11.5, si911do el menor. 

E1 número de intersecci6n en tablas de n:i.= 5 y 

n2 ea 2 • 

El va1or de u2 es mayor a1 encontn: do en. tabl.as 

por lo tanto, loa grupos son estadísticamente no dife-

1:entes " P)o 0.05" siendo no significat;vo • 
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Intoxicaoi6n ~ 'l'o:mt'eno 

a loa 68 d:!aa 

Rosetas E.l. Rosetas EAC 
(receptor Fe) (receptor C3b) 

o 
l 
l 
l 
2 

I 

l 
l 
2 
l 
l 

5 
5 
l 
l 
l 

x • i i.1.6 i-2.6 

n1•5 n 2•5 

ª1ª25.5 

R2•29.5 

u1.14.5 

'i'2•11.5 

n1•5 

R1.34 

R2•2l 

tf1·6 

0'2·9 

ni/n
2 

• 2 · de talt1as 

u
2
)ra tr

1
) 2 

n• significativo 

ll • llormale• 

I • IntoxialUl&a 

G~ica (l) 

I 

.l 
l 
1 
o 
l 

x;.o.a 

- 60 

Rosetas E.A 
(receptor re) 

N 

1 
1 
2 
17 

I 

l 
2 
l 
4 

a loa 116 4:taa 

Boaetaa liC 
(receptor CJb) 

N 

2 

4 
4 
14. 

I 

6 
2 
2 
5 

s-1 .a.c. s-1 • .u s-1 S-1._89 

'-~·4 º2•4 

ª1·l8.5 

ª2•l0.5 

1l'1•T.5 

º2-15.5 

n1/n2•º. 

trl) o 

"1ª4 n¡•4 

lil•l9 

.R2·17 

Ul•T 

TT2•9 

No signi.tioativo · 

. ·. aru1ca (2) 



.QQ!!l!!!M~1!!Q 

,!! UNIDADES 50~ HEMOLITICAS ( CU50%H ) 

Ratas intoxicadas con Toxafeno 

a los 116 d!aa (diluci6n L:l5) 

Norma.les 

2 
O: 
2.3 
Q 

i = i.075 

s = l.24 

5> o 
no significativo 

(P > 0.05) 

Gráfica (3) 
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Intoxicadas 

1.8 
o 
2.8 
2.8 

x ,.. i.-85 

s "" 1. 32 

n2= 4 

R
2

s 21. 

u2"" 1i 



!leso de las ratas lntoXicalia.s oon 'l'oxat'eno --- - - --------
a loe 68 d.:!as a loe 116 d!as . 

Normal ea ~toXicad.aa Normales IntoXicadaa 

411 

411 

381 

1\-5 

~-34 

ª2•21 

11 -6. 
1 

V2•19 

6,) 2 

314 

361 

337 

389 

Bo lligni:tiaativo 

arUica(4) 

, , 

-~ 62 -

194 327 

213 325 

192 274 

185 310 

'i-196 -%.-309 

s-11.9 s-24.53 

n1•4 ª2•4 

ª1•10 

ª2·26 

t11·l6 

tr2-0 

º~º 
lligni:tioativo 

GrUioa(5) 



Intoxioaoi&n con Dl7r -------
a los 112 d!aa • los 122 d!aa 

Rosetas EJ. Rosetas EAC Rosetas EA. Rosetas EAC 
{receptor FC) (receptor C3'11) (receptor J'c) (receptor C3lt) 

N I 'll I R' I lJ I 

3 8 3 2 l l 1 15 
l 4 l 4 o l 1 ~ 

8 4 3 ~ l o 2 2 

5 l. 6 l 1 3 
l. 2 1 3 

X,.3.5 i.-3.8 -x-2.2 x-2.2 X.o.66 - - X..6.5 x-1.25 .X..1.)3 

s-2.96 s-2.68 s.1.09 s-1.30 s-o.57 s-1.25 s-o.57 s-5.91 

n1•5 n2•5 11. •5 n 2•5 n1•3 n2•-' n 1•3 D.2•4 

11,-26.5 ª2·28.5 ª1·26 ª2•24 ª1•11.5 ª1•6.5 

a2-11.5 R2•2l•5 

º1•6.5 ua-14 

u -4·5 u .0.5 

4.5) o 0.5.') o ll.5)' 2 14) 2 
No significativo No aigniticatiYo 

B • Normales 

I • In.toxicadas 

GrUic& (6) Grft1ca(7) 
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S..!!!!!!.!!~!..2 
!!'!. UNIDADES ~ RE1·TOL1TICAS ( C050%B) 

Rataa intoxicad.as con DJ1f 

a lea 69 d.!as 
diluci&n l tl5 

?formal ea Intonoadaa 

1.6 o 
o. o 
1.7 o 
1..6. l.S 
l.9 2.9 

i-1.36. i.0.9.c, '. ''. 

s..o.11 s-1.34 

n¡•5 D •5 2 ' 

ll1·29·5 ª2•25·5 
111·1.4.5 

u2-10.5 

10.5) 2 
no eignif'icatiT• 

(P) 0.05) 

Clratca (8) 

, ' 

-64 -

· a loa 122 D!ae 
diluci6n ld5 

!io1"111&l •• 

2.5 
3.2 
.c..o 

'%-3.2 

s-o.75. 

ll1•l 

. ª1·18 

u1-12 

Vt""· 

Intoncadae 

2.2 
z.1 
Q 

i.a 

1-1.52 

s;.1.03 

n·
2
·4 

ª2•10 

o>;o 
eignif'icaU VO 

. ( 1\(I0.05) 



Peso de las ratas intoxicadas con DI71' 

a los 112 d.!as 

Norma lea Intoxica.:i!l.s . 

)48.2 361 
394.2 418 
322.7 393 
389 282 
278 332 

X,.346.42 Í-357 .2 

$.41..32 s-52.11 

n1•5 n2•5 

R¡•25 
R2•.30 

tr
1
-15 . 

u
2
.10 

io·>-2 
No aignifioativ• 

(P> 0.05 ) 

GrU'ioa (9) 
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a los 122 tl!aa 

Norma.les Intoxicada• 

321 
355.5 
3ll 

X,..329 

s.23.J 

n1•3 -

ª1·7 
ª2·21 

~-11 

T12·l 

1>• 

335 
398 
.388 
400 

X...380 

S•J0.61 

•• sit.rni~iaativo 
(l'> 0.05) 



Ratas intoxicad.a• oon DDr 

· a lo• 69 ll!as 

Normales 

0.1 

º·ºª 0.16 
o.os 
0.16 

-Loa.U, 

s.o.040 

n¡•5 

R1•31•5 

l11·l6.5 

u
2
..a.5 

Intoxicadas 

0.1 
0.07 
o.oa 
0.095 
O.l.4 

6.5) 2 

DO •icnit1cat1YO . 
(P) 0.05) 

Gñfi" (10) 

-· 66·-

--
& l•• 122 cl!ae 

liorsaloa 

0.1 
0.06 
0.06 

i.o.cn' 
S.0.02 

n1•3 

ª1·15 
u1-5 
u

2
.3 

~>o 

Intoxicadaa 

0.06 
0.06 

. 0.06 
0.01 

-X-0.062 

s-o.005 

n2-4 

ª2•13 

·no aignif'ioattvo 
(t> 0.05) 



•ota a en toda.a las gráfica• 

1i • Normales 

I• Intoxioadas 
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!!.!A!!.~!.ill.. 
INTOXIC&Cil'.lN CON TOXAFE!IO A LOS 68 Dl"AS 

JlOSS'l'A.S 

Receptor Fo Receptor C3lt -i-

-~ 

--
--

. 

. 

!f l: X. I 
l-1 t,.1.6 i-2.6 X.O.a 
S.O.T SaC>.89 s-2.19 s..o • .u 

P) 0.05 P) 0.05 
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\.Q 11. J. F I C .A. {2) ------- -
Dl'l'OXI<:.l.CIOll' CCl'l '?OXAP'ENO .1 UlS 116 .Dl'AS 

B.OSBT.l.S 

R.oeptor Pe-
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-- . 

• 

--
, 

• 

Ji I 

1-5.25· w 
S-T.8~ s-1.41 

p) 0.05 

- ¡g. -
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-.... --
• 

lf I DL&S 

J.3.5 L3t.25 
s-1 s-1.e9 

•> 0.05 



~!!!l.~A.o.> 
D'l'OXICACIQl cm 'l'OXU'ZNO .t. LOS 116 DUS 

COJ!PLEJIJCNTO EN DNIIWllS 5~ HEMOlrrICAS 

1T 3 
li 
I 
D 
.A.. 
D 
1 P>0.05 
s . 
5 2 o . 
f, 

R 
E 
1 
o 
L 
I 
'r 

l ... 
I 
e . 
.t. 
s 

• 
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p 370 
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s 360 
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.. 

2.!!~!.~!.-'A 
INTOXICACIQN CClN' TOJCA?ENO A LOS 68 DliS 

·O .P:ISO 

"' 

,. 

l 

P) 0.05 
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Q..!!!.!.~.!fil 
IN'l'OXICACIOI CtlN 'l'OXUl'ENO A LOS 116 DU5 
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!!. !!. ! .?. ! f: A fil 
IJi'l'OXICACicll CON DlJl' A LOS ll2 Dt.!S 

ROS:E'l'AS 

Receptor Fe Bece-ptor C31t 

. • .. 
--

~ 

-,.._ 
"" 

D 

'B ... 

30 
Jl 

o 
s 

,~ 

B 

T 

A -- - -
s 2 o ~ 

.. 
<P 

'·~_.u,, 

Jr I l'i I 
DI.AS -. z,..3.5. K-J.8 x-2.2 

s-2.9 S-2.6 s-1.0 
P) 0.05 
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~ 
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!.!!!!~Aill 
INTOXICA.CIQ{ CO!l D!Jr 

COMPLBMD'l'O D UNI:JWJBS 5~ DMOL.t'rIC.lS 

• --
l. los 69.d!aa a loa 122 tl!ae 

• 

-

---... 

-.... 

• 
~ 

'~ 

N I 1' I DI4S 
!.-1.36 l..0.94 
s-o.77 s..1.34 

:r > 0.05 
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s-0.1; s-1.03 

0.05 )P 
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• 

loa 112 d!e a 

.. 

~ ~ 

--
. .. 

N I 
J.346.2 1.357.2 
s-41.32 s-52.11 

1 ) 0.05 
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2.!!.!!!.~Ail2l. 
IN'l'OXICACIQll cm Dift 

COMPLE.TOS. lID!t]}.¡'ES 

a loe 69 d!as a los 122 d:!as 

0.1 

A 

! 

s 
o 
B 

V 0.1 

A 

1f 

e 
I 

A. 

o.o 

N I 
i.0.16 i.o.097 

• N I :DIAS 
x.0.07 X..0.062 

s-0.04 s.;.0.026 s.0.02 s.o.005 
P)0.05 P) 0.05 
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DISCUSION DE RESULTADOS - ---~----------

Desde los 60 dias de intoxicadas las ratas ~ 

presentaron disminuci6n de peso, siendo mas notorio -

en l.as intoxicadas con Toxafeno, observandose una -~ 

intoxicaoi6n aguda debido a que el Toxafeno es más­

t6xioo que el DDT, según se puede apreciar en las LD50 

(110 mg/Kg y 200 mg¡Kg resnectivumente). 

En u.~a tesis parapela a esta, se observ6 que ~ 

desde los 112 d!as de intoxicac16n con D.DT se presentó 

una hepatomegalia, y a partir de los 122 se presentó-

una esplenomegalia no ocurrió as! en las intoxicadas 

con Toxafeno. Esto puede deberse a que el Toxafeno ea 

parcialmente biodegradable; en tanto que el DDT se 

acwnula en tejido lipídico. 

A los 112 días de intoxicación con DDT la res -­

puesta inmune cel.u1ar no se encuentra a1tera.da·, medida 

por l.a actividad de las células en la reducci6n del 

Nitro Azul de Tetrazolio (40),que se determinó para 

lelamente. Tampoco se observó diferencias significa 

tivas en la formaci6n de rosetas EA y EAC. En las ratas 

intoxicadas con Toxafeno a los 116 d!as se observa u.na 
media menor en las intoxicadas en cuanto al receptor 

Fe, sin embargo, esta diferencia no es significativa 

(P>0.05). 

-78 -



Hasta los 122 d!as de intoXicaci6n con DI1!', la 

respuesta inmune humoral medida, por e~lulas forma 

doras de anticuerpos se encontrar6n aumentadas (40),­
y se observ6 una disminución significativa en la ---­

deterrn.inaci6n de complemento en unidades 50~ hemol! -

ticas. Esto puede deberse a que el hígado se encuen 

tra dañado(referido anterior:nente), y es en este donde 

se sintetizan. las fracciones C3, C6, C9 del comple --­

mento. Tambien se presentó daño en el bazo, y es en 

este donde se sintetizan las fracciones C5, C7 y C8 

del complemento. 

En cuanto a los complejos inmunes deter:ninados a 

los 69 días de intox:l.cación con DDT, las medias en las 

ratas intoxicad.as se encuentran ligeramente disminuidas 

sin embargo, esta diferencia no ee estnd!sticamente -

significativa ( P) 0.05 ). 

-~-



CAPI'f'O-LO Vl! -------- -



CONCLUSIONES ------------
El peaocorporal.. de las rataE: intoxicadas <lis -

minuy6 a los 60 dias, siendo más notorio en las into­

xicadas con Toxafeno observandose , una diferencia ~ 

estadísticamente significativa con respecto a las --­

normales a los 116 días. 

Hasta los 112 días de intoxicación con DDT, la 

respuesta inmune celu.lar no se encuentra al.tarada. 

Hasta los 122 días de intoxica~i6n con DDT, la 

re&puesta humoral ea encuentra al.tarada, presentandose 

aumentadas las cálulas formadoras de anticuerpos, y -

disminuido el complemento 5)~ hemolítico en relaci6n • 

con 1os val.ores encontrados en las ratas normal.ea. 

Como se observ6 en los resultados de Toxafeno, -­

hasta loe 116 d!as no se presentaron di.ferencias sig-­

nificati vas en los parámetros medidos(C050%H-,Rosetas -

EA y EAC ). 

Por lo que propongo que se real.icen otras deter -

mi.naciones con más tiempo de intoxicación.. y el número -

de ratas de cada detenninac16n sea mayor. 

En base , a los resultados obtenidos se observa 

lo siguiente 1 

-el Toxafeno es ~ás tóxico que el DDT 

-con Toxafeno se presenta una intoxicaci6n aguda sin. -

padeci~ientos 

-1a 1ntoxicaci6n con To:xafeno produce una disminuci6n..-

4e peso significativa. 
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-~on DDT se produce una intoxicaci6n crónica a largo 

pl.aso. 

-la intoxicaci6n con DDf produce nepatomegalia. espleno 

megalia y disminuci6n de complemento en unidades ---

5~ he~olíticae •• 
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