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INIRQOQDUCECIOR

.La inmunidad se refiere a la capacidad de -
que disfruta un organismo , para no ser afectado =
fécilmente por los agentes perjudiciéles del medio -
ambiente. Esta capacidad se encuentra dentro de é1 -
mismo(3).

Existen dos mecanismos principales de inmu-
nidad que son: &) la inmunidad no especifica 0 ==
nativa y b) la inmunidad especifica o adquirida. =
la inmunidad nativa se refiere a la resistencia nor
mal que presenta un oi-ganismo, hacia los nmicroorga-
nismos y sus toxinas. La inmunidad especifica tie-
ne und funcién inmuno-protectora hacia el hospedero
es especificémente adgquirida a través de la exparien
cia personal y la exposicidn a agentes verjudiciales
para ese organismo.

El establecimiento de la respuesta inmune =
requiere de la intervencifén de varios tipos celula -
res que colaboran entre af (4). Para el inicio de- .
'1a respuesta es necesaria alguna modificacidén en la
estructura ¢ presentacién del antigeno, que €8 ===

efectuada por los macréfagos (1,2).
Bstos han sido estudiados, y se han determi-

nado algunas propiedades y caracteristicas propias,
entre las cuales se encuentran las siguientes:

a) Adhnerencia al vidrio y-al pléstico (5)
b) Separacién de los diferentes tipos de macréfagos
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por su funcionalidad(s).
¢) Pagocitosis ezpecifica y no espvecifica (1).'>~——
d) Presencia en su superficie de receptores PG w——
(6,7,8,9,10).

La presencia de los receptores sobre la super-
ficie de los macréfagos ha sido demostrada por la -
formacidén de rosetas,

Se han realizado estudios sn los cuales s ==
observa que ciertas substancias y factores inhiben=
la formacién de rosetas en monocitos humanos,entre-
los que se encuentrans
~2~desoxiglucosa
-azida de sodio e incubacién a 4°C.

-temperétura de  4°C inhibicibén total ( pero no pér-
dida de viabilidad ni adherencia)

—éolchicina a altas concentraciones , disminuye la -
adherencia de monocitos e inhibe la formacidén de =
rosetas ‘ '

—~lones de Mg se requieren vara promover la adherencia

~Jones de kg y Ca son necesarios para una me jor for
mecién de rosetas.

-la temperatura es un factor muy importante ya que-
a 37°c se ve aumentado el nimerov de rosetas, en =
comparacidén con el ntmero formado a temperatura =--—
ambiente. |

Efectos similares de temperatura, Mg pereo no -
calcio se requieren para formar rosetas EAC en —==
células peritoneales de ratén. '

Sin embargo, existen evidencias que indican -
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que no siempre la formacidn de rosetas es afectada-
de igual manera en los macré6fagos, y en las demids =
células que poseen los receptores Fc y C3b. Tampoco
son comparables los resultados obtenidos con macré-
fagos que provienen de diferentes lugares del orga=—
niemo, ni con macréfagos de diferentes especies
animales.

Los ensayos con rosetas han facilitado el estu
dio de los receptores de superficie, particulzrmente
aplicado a polimorfonucleares. Aungue sSe conoce poco
sobre el mecanismo exacto acerca de la unién de la-
superficie del receptor a un antigeno se proponen 2
modelos (14) para el enlace Fc de las IgG estimula -
das. °
a)lodelo del receptor migraﬁof +=El enlace de la ==
porcién Fc a la inmunoglobulina IgG estimulaz la ——
migracién de receptores al Area de atagque. is{ la -
comcentracién local de receptores se incrementa y -
-marca un enlace adicional mis probable{figura 1).

' b)lodelo del receptor estdAtico. =La porcién Fe de —
IgG son destinadas a una simple entidad molecular =
con miltiples sitios. Los enlaces inducen a cambios
intramoleculares estéricos que facilitan el enlace -

subsiguiente de la porecién Fc a IgG. (figura 2).
-Por lo tanto la formacién de rosetas depende

no solamente del enlace de los receptores a las =
inmunoglobulinas , sino que se requieren célulasg =
metabtélicamente activas, una citoestructura intacta,
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¥y condiciones adecuadas de acuerdo a la especie con -
que se trabaje.

Particularmente el método de rosetas EA y EAC -
empleado en este trabajo es mAs sencillo en comMpara-
cién 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 prefirié el método-
de rosetas en preparaciones peruanentes debido a que -
presenta las siguientes ventajas:(16)

-permite eliminar completamente las células no adhe ==
rentes

-permite repetir la observacidn las veces que sea necg
8ario . _

~-permite una clara dintincién entr las células libres
¥ las formadoras de rosetas.



figura 1

figura 2

) PﬁiN = Polimorfonuclear
. AG = Antigena



COMPLEJOS INMUNES (31)
' Un gran nimero de variables pueden contribuir

a la formacién de complejos inmunes circulantes. =~
Existe una amplias variedad de antigenos, en sa ma -
yoria extrinsecos(productos de virus,bacterias, po-
résitos, mohos y alimentos ingeridos), pero algunos
intrinsecos(tales como DNA,RNA, inmunoglobulinas y-
otras protefnas propias), que pueden formar complejos
inmunes. Teoricamente los complzjos inmunes pueden -
ser producidos por todas las clasec de inmunoglobu-
linas, entre las que se eacuentran Igh, IgG, IgA —
e IgE (32). '

Los comple jos inmunes se fijan a complemento,-
de ésta manera se determina la clase de inmunoglo—
bulinas involucradas, el tamafio de el complejo de ~
pende de factores comos antigeno—anticuerpo, radio=-
afinidad de anticuerpo enlazante 0 si hay inter
accién secundaria con factores rewmatoides o inmuno
conglutininas.

Los complejos inmunes son formados tomando en
cuenta el antigeno resgonsable; la clase de inmuno-
globulina, capacidad de enlace a complemento, ant{-—
geno-anticuerpo{radio). Todas estas caracteristicas
pueden ser importantes en la localizacién de comple
jos en un Srganc, los factores que influencin el =
depésito tisular dependen més de la cantidad formada.
de 1a eficiencia de eliminacidn por el sistoma ———
ret{culoendotelial y del volumen de sangre circulan
te de un Srgano por unidad de tiempe (31).
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Un modelo hipotético de la induccién no especfew
fica de complejos inmunes es ilustrada en la figura(3).

INMUNIDAD DEPICIENTE
~Pergistencia de productos microbianos o virales

mmpimfézto de Efecto fdyuvante Activacibén poli—

la célula hospe clonal de células
dera B.
[
v
Liveracién de Auto-Anticuerpos Falta de regula
auto-antigenos cién por célmla
. - SUpresora. .
|

Factor reumatoide
inmunggonglutininas

Y
Oémple jas Inmunes

Dado Ti;ular .

‘ figura 3 ,
Se propone una deficiencia inmunitaria como furn
" damento iniciador, el cual permite persiateucia. dee
antigenos dentro de la ciroculacién y tejidos princi-
pales, ademfz wun debilitamiento en el mecanismo de
control de la célula supresora.

Altos niveles de bomplejes inmunes circulantes
han sido reportados (33) en una amplia variedad de -
enfermedades, lupus eritematoso sistémico, varias ——
fama.s de'glomemlonefritis. artritis reumatoide,
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enfermedades crénicas inflamatoriae de intestino, ¥
muchas infecciones bacterianas, virales y parasita-
rias (33)e OSin embargo los complejos inmunes tam =
bién aparecen en el suero de personas sanas, partie
cularmente después de comer alimentos. '

Por lo tanto la presencia de complejos inmunes
en la circulacidén no significa necesariamente que ~
son los responsables de la enfermedads. No todos —-
los complejos inmunpé son dailinos, son importantes-
para los mecznismos normales, ejemplo. los complejos
inmunes de IgA formados desnaés de comer alimentos -
(34). Existen evidencias, que indican que ellos son
importantes en la regulacién inmune, precentan una-—
funcién moduladora entre linfocitos Ty® (35).

Los complejos inmunes se han detectado POY ===
diversos métodos los cuales se resumen a continua -
cién ¢ (31) , |
Principios para la deteccién de complejos inmunes

fMorfologia —-M;cro copia eleetrénica

Separacién v :
por tamafio ~Ultracentrifugacién
‘ ' -Cromatografia en gel

Propiedades
fisicoquimicas —Criopreclpitacién
-Precipitacién con polietilenglicol

Inlace a ‘=Pactor reum:ztoide monoclonal
Antiglotulina -Factor reumatoide policlonal
~Anticuerpos Igh
. =dnti-dnticuerpos
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Enlace a -Actividad anticomplementaria
Complemento =Clq

«Conglutinina
Receptor ‘
Enlazante & =-Células Raji (IgG, Fe, (C3b,Clq) )
Célula -Macréfagos (IgG, PFec, C3b)

-Polimorfonucleares (IgG,Pc,C3b)
-Linfocitos B ( IgG, Pc, C3b &6 d )
-Células K ( IgG, Fe)

~Plaquetas (IzG, Fe).

PRINCIPIO DEL ENSAYO GON POLIETILEN GLICOL ( PEG )
L CONSUMO DE COMPLEMENTO (23).

Paso l.-separaclén de las protefnas de bajo pPeso =
"molecular de las proteinas de 2lt0 PESO ==
molecular, incluyendo los complejos antignno
anticuerpo, por precipitacibénm con PEG-6000 -
a 4%°c. :

Paso 2.-después de centrifugacién, los complejos =
inmines son redisueltos y se adiciona com =
plemento hemolitico.

'~Paso Je.=el complemento es actmvado ¥y consumido de -

pendiendo de la concéntracién de complejos

inmunes presentes, - h

-“Pgao fd.=se adicionan eritrocitos de carnero sensi =
biltzados con hemolisina. |

Pago S.-~un ndmero finito de eritrocitos es lisado =

| por el complemento residual,

Paso 6.-axiste una relacién inversa eﬁtre la cantidad
de hemoglobina libverada y la cantidad de —=w

éomplejos inmunes presentes .



Disgrama del procesot

1) ’ , | 4)' A
T T %'CC_#
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" Y=anticuerpo @=antigeno 'Oaproteinan del suero
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EL SISTEMA DE COWPLENENTO

El término COMPLEMENTO se refiere & un grupo =
complejo de enzimas en el suero sanguineo normal, =
que trabajan junto con los anticuerpos y otros facto-—
res, Jjuegan un papel importante como mediadores en ———
las respuestas inmunes y alérgicas. Las reaccioneg—e—
en las que el complemento participa tienen lugar en——'
el suero sanguineo ¥y en otros liquidoes corporales, =
por lo cual son consideradas reacciones humorales.

El descubrimiento del complemento se llevé @ =
cabo entre 1880 y 1890, de los estudios realizados -
para observar la capacidad del suero sanguineo parae
matar microorgahismoa e £En el descubrimiento de log-
antj cﬁerpos. se encontré que su capacidad para matar e
bacterias dependf{a de la colaboracién de otros consti_
tuyentes d&el suero: "ALEXIN o COMPLEKENTO", El nom =
bre tiene la intencién de indicar que el agente ayuda
al anticuerpo a cumplir o realizar sus funciones e
defengivas. Ahora se reconoce que las células son =
atacadas por sl complemento y que la funcién del anti
cuerpo es identificar a la célula invasora Como un ==
.enerpo extrafic y activar el ataque del complemento.

Cuando el complemento es activado por el anti =
' cuerpo se presenta una seria amenaza, no s6lo por la=-
invasién de microorganismos , sino también de que ==
las células propias pueden ser susceptibles de ata =
que. Bsta autodestruccién es minimizada por el hecho—
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de que los anticuerpos fijan el complemento en lia supér

ficie de la célula invasora. As{ tenemos que 102 antiw

cuerpos ‘tiennen 3 f‘uncio;xes:

l.=reconocer al invasor extrarlo

2.~la activecidn del sistema de complemento

Je=fijacidn del complemento en la superficie de las cé-
lulas invasoras.

Por su parte el sistema de complemento debe llenar
tres qequisitos:

- le=debe tener una unidad de reconocimiento de 10 pro~-—
pio, asi como poder responder a las moléculas de ——
anticuerpo que han detectado al invasor extrafio.

2.~debe tener un sitio de recepcidén para la combinacidnm
¥ que ensanble en la superficie de la célula extrafia
cuando hs sido activado.

Je.—orden para minimigar el dafio a lo propio y la actie
vidad debe ser limitada ea tiempo. '

Esta limitacién ss llevada a cabo en parte por, =
la degensracidm de la actividad del complemento y en =
parte por la interferencia de inhibidores y enzimis ==

destructivasg. ) :
Cuando el sistema inmune actia en actitud anta =

gonista en contra de un microorganisme el resultado es
de proteccién, vero cuando es en contra de células ——
propias, el resultado es un quebrantamiento de loS =

sistemas del cuerpo. Estos quebrantamientos es lo que -
se conoce como alergias o reacciones de hipersensibie

lidad.
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Las protefinas del complemento

. Hay 11 proteinas en el sistema del complemento y
se designan por la letra C y por un nimero que va del
1l al 9., La proteina Cl es un ensamblaje de subunidades
designadas como Clg, Clr, 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 son=-
las uniones covélentes usuales, y que el ién ca*t es -
necesario para mantener el ensamblaje intactoe El =
ensamblaje entero se cree gque consiste en una molécula
de 12 subunidad Clg, dos moléculas Clr, y cuatro de Cls

Loa nimercos asignados para las proteinas de cCOme—
pleménto reflejan la secuencia en la gue ellog comien
zan a activarse, con excepeién de la C4 que reacciona -
después de Cl y antes de C2.

Las proteinas del complemento ahan sido separadas
en forma purae La'concentracidn de cada una en el wwe
suero sanguineo humano se ha determinado gracias a la -
movilidad electroforética y con su peso molecular., la
molécula de Clqg contiens un aminoééido inusual, hidroxi
prolina. También contiene una gran cantidad de glicina-
y cantidades sustanciales de carbohidratos,(probablewe
mente galactosa y glucosa), lo cual sugiere una composi
cién similar a la del coldgeno, que es la orincipal =
proteina del tejido comectivo. En la explicacidn de las
funciones respectivas de las 1l protefnas en el sistema
da complemento es conveniente dividir la discusién en-
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tres pértesz Reconoc¢imiento, Activacién enzimética y el
ataque por factores de complemento que resultan con la
destruccién de la célula.

RECONOCIMIENTO.

La unidad de reconocimiernto del sistema de com =
plemento es la molécula Clg la cual tiene 1o capacidad
de recombinarse con un segmento de lz molécula de in -~
munoglobulina, la cual enlaza a la molécula del ant{ =
geno ( figura A ).

Los anticuerpos en el momento en que s& combinan
con el antigeno cambian, y este es el responsable de la
conversién del factor complemento Cl de una enzima inac
tiva a activa. El1 sitio activo de la enzima es sobre
la Cls (designada barrera de activacién), Este indica-
que la subunidad Clr tiene un papel como agente inter -

medio entre Clq y Cls en el proceso de activacidn.
Cls es una enzima.
ACTIVACION ENZINATICA

El segundo perfiodo involucra a los factores de «-
complemento C4, C2 y C3. Su activacidén es iniciada «—w=
por la enzima Cls que activa al componente C4, el cual
llega y se pone en contacto con la subuni&ad Cls.(fig.
By C), C4 se rompe en dos partes Cia y C4b, éste d4lti
mo se fija a la superficie de la membrana celular (D).
El siguiente pato involucra la adsorecidn de G2 al ~—=—
componente C4b, esta adsorcidén es promovida por sales
de kgt (figura E). La siguiente adsorcién de la molé -
cula C2 es a partir de Cls vecina, C2 e divide en 2 y
elvfragmento-GZa combinado con C4b forma una enzimg —



que divide a €3 en dos fragmentos (figura F), uno Cla
es liberado y Jjuega un papel como dediador de la infla
macifn, El fregmento ¢3b queda ligado, parte de 61 a -
la superficie de la célula, jugando un papel importan-
- te como promovedor de la fagocitosis. La otrz parte —-
de C3b se fija 2 la enzima C4b2a (figura G), formando-
una nueva enzima que tiene la capacidad de dividir a -
C5 (figura H), La enzima C4b,22 es bastante estable a -
'OOC, su vida media ec cerea de 10 hrs a 37 °C. Pierde—
su actividad y el fragmento €2 cue contribuye zl =itio
enzimdtico tamcién es liberado de la enzima C4b,2a, 3b.
Este deceimiento del proceso puede ser visto como uno-
de los factores que 1imité.n la capacidad de el sistema
‘de complements al ataque de la célula huésped. Il com=-
ponente' C5 es activado a través de la enzima C4b,2a,3b
y es dividido {figura H) en €52 que e3 liberado y tiene
un papel como mediador en la inflamacidén. El fragmento
C5b pemanecé sobtre la enzima C4b,2a,3b para activar —
la fijacién de los componentes C6 y C7 (figura I). El~
complejo C5b,6,7 se fija a la superficie de la célula-
en un nuevo sitio (figura J), liberando a la enzima -
C4b,2a, 3b.
ATAQUE CELULAR

La secuencisz al ataque celular es iniciada con la
participacién de C5, una vez formado el complejo C5b,6,7
se combina C8 primero con la subunidad CS‘o del complejo
C5b,6,7, y entonces se une C9. ‘

Los componentes del complejo C5v,6,7,8,9 se con-



gregan. semejando wn camino, como una pequefla avertura
a traves de la membrana permitiendd que nuevos iones—
puedan pasar (figura K).

La adicién de C9, facilita el agrandamiento de la
avertura y la rapidez de la corriente de agua aumenta, |
los iones de la célula también caucando hinchamiento =
¥y rompimiento celular,

PIGURAS QUE ESQUELATIZAN LA SECUENCIA DEL /
‘ COMPLEMENTO

< Figura a

MENBRANA







Plgura R Pigura I




LA VIA ALTERNA O PROPERDINA

Es activade por polisacdridos y por agregados ==
de IgA. Consiste de 5 protefnas distintast el factore-
iniciador (IF), proactivador(Pa), tercer componente -
de complemento (C3), proactivador convertasa (Pise) y
proverdina. )

La via alterna de activacién de complemento se -
define como aquella que comprende las proteinas del -
plasma, despuéds de un evento disparador. Interactdz de
forma especifica G3, y C5 convertasa sin la partici -
pacidn de los componentes Cl,02, ¥y C4 de la via clie=
sica. i

Las actividades biolégicas en las cuales inter<e
viene la via properdina son;
a)defensa humoral contra bacterias
blinactivacién de virus suceptibles
¢)lisis de eritrocitos de pacientes con hemoglobinUee

ria noctumsl
d) muerte del protozoario Toxoplasma Gondii.
UMECANISNO DE ACCION ' i

Aparentemente hay una sfntesis constante de C3b - f
en cantidades muy pequefias en la circulacidén. La enzima
- que causa esta produccién no ge ha identificado, sin -
embargo se socpechz de un complejo laxo de C3 nativo
y el factor B asf{ como enzimas de la coagulacién o de-
los sistemas fibrinolfticos, o enzimas tisulares.



L& mayor parte del C3b de nueva sintesis perma =-
nece en la fase liquida, pero cierta cantidad se fija-
a diversas superficies celulares,

Existe un equilibrio eantre el C3b generado e inac
tivado, el cual se rompe por la introduccidn de acti =
vadores., EL C3b depositado sobre los activadores @8 =
protegido de la destruccidén que realizan el inactiva
dor de G3b y el acelerador del inactivador ds (3b. Es=-
te C3b protegido unido a la membrana, interazctia con -
los factores B y D formando una enzinma 2:"3'13?3'6';' ecta -
es capaz de fragmentar cantidades :my grandes de €3, -
Un volumen considerable de este C3b recientemente —w=—
gintetizado llega a la superficie del activador , in =
teractda con factores B y D adicionales y forma mads
C3bBb. Las moléculas de la enzima C3b3b se hacen fun
cionalmente més eficaces en presencia de properdina, -
la cual se fija al complejo ¥y lo estabiliza pediante =
disminucidn esponténea del factor B.

Muchas & las moléculas de C3b sintetizadas por =
las enzimas unidas a la superficie C3bBb § C30,P,Bb ==
se fijan a la superficie de la particula activadora y
en estrecho contacto con estas enzimas, Esta'conduce -
a la formacidén de Ias enzimas modificadas C3bnBD § ==
C3bn, P,Bb, las cuales son capaces de desdoblar a C5 y
@e iniciar el mecaniemo de ataque a la membranad fi -
gura 4). T



Substancia activadora

ir,B,D,C3,kg ¢3

31 IF,B,C3
B,D, ¥g
52~ C b¢n+”ﬂ2 T36,B6
Bl ' :

S2 @3b,FP,Bb
05"6'7 18,

. €3

83, C5b -~ 9

- § = particula activada

1 = factor iniciador

C3= tercer componente de'compleménto

B 6 PA = proacti#ador' ;

D 6§ PAse= proactivador convertasa ,_

P = properdina R

C3bINA 6 EAF = C3b inactivador |
4-C3bINA § BIH = C3b acelerador del inactivador
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IOS INSECTICIDAS

El uso de los insecticidas se ha incrementado ——
en los Ultimos afios, en relacidén al incremento de la-
poblacién, la necesidad de slimentos, la proteccifén =
de la salud (enfermedades transmitadas por insectos )
¥ la conservacién de 4reas verdes (24), Jin embargo -
se ha abusa de su utilizacién. El uso de insecticidas
involucra problemas inherentes como:

-afectos atribuibles a los residuos tanto en el drea =
donde se aplican como a una distancia concsiderable de '
dicho esitio,. |
-problema de acumulacién biolégice a través de la ca -
dena alimenticia (25). ‘

por

Quimicamente ess Diclodifeniltriclorocetano § ——=
1,1,1,-triclore=2,2-bias{clorofeniletans).

\ |
— oL
‘ la,

Pué sintetizado en 1874 por Othmar Zeidler , pero no =
ce le reconocio como insecticida hasta 1339 por Paul «

Hermann Nlller (26).
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Propiedades:

Cristales incoloros o polvos blancos, inodoro -
0 con olor ligeramente aromAtico, insoluble en agua,-
soluvle en acetone, etér,-benceno, tetracloruro de =
carbono, Keroseno, dioxano, piridina, muy liposoluble
(27).

Toxicidad:

En memiferos es moderadamente téxico cuando se-
ingiere por via oral, DL50 en ratas Winstar por ésta-
via 200 mg/Kg

La toxicidad en pdjaros ez mis baja que en ma =
miferos, es tdédxico para peces, algunas especies con -
incapaces de cobrevivir en medios que contengan 0.0
ppm de DDT, Siendo mayor la toxicidad en peces z tem-
peraturs baja (26). En humenos causz toxicidad @ —w=
dosis de 16-28 mg/kg pre.entando vémitos inmediatos y
convulsiones (28).

Hetabolismos

£1 DDT sufre biotrancformacidén por enzimas que-
se encuentran en 1= frﬁccién microsomal del higado de
pamiferos, como nor bacteriacs del medio ambiente,
Usoss

Je emplea vara plantacioﬁes de algoddn,del tabacoy
contra plagas de alimentos, contra iasectos transmiso-

res de enfermedad , en el hogar.



TOXAFENO

Es una mezcla compleja de derivados clorados -
del canfeno, contiene de 67 a 63 % de cloro, ¥y al ——
parecer estd formada por 1o menos de 177 compuestosw
su formula condeasada es clOHIOCL8(24)

Propiedades:

$6lido céreo, de color ambAr con débil olor a =
cloro y alcénfor, p.f.=65-30°C, densidad 1.66(27°C ).
Soluble en disolventes orginicos comunes, muy lipsso

luble en agua 80lo & la coancentracién de 3} ppm. Eg ==

astable en solucidén, los alcédlis, la luz solar y
temperatura mayor de 15500, producen declorinacién(27).
Toxicidads '

En animales es més téxico que el DDT (29). DLSO
en ratas via oral 160-120 mg/Kg, altemente téxico para
perras ( DL50=50 mgAg ),(24). Adinistando toxafeno ——
por via oral a ratas y a ratones prefiadoa (30) duran--
te el perfodo de lz organogénesie se observé UNE —ewe
toxicidad fetal a las dosis de 15.25 y 35 mg/Kg, también
' 8@ observs una disminucidén del peso de las madres en =
relacibén direeta con el nivel de dosis.

Metabolismor
El toxafeno se metaboliza en el organismo de ww——

ratas y se excreta en heces y orina, en general sufre

declerinacién,
Usoss
Insecticida para lechugas y c¢oles en los primeros

momentos del creacimiento.

P
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RESUMEN

‘En el presente trabajo se realizd una intoxicacién
¢rfénica, durante 122 df{as con los insecticidas DDT y
» Toxafeno, se utilizaron 72 ratas macho cepa winstar, -
administrandoles cizriamente dosis previamente calcu -
ladas de acuerdec a su peso, el cual fué verificado e
cado cada 4 dfas, llevando as{ un control de d&ste.

La administracién se realizé vor medio de una som
da géstrica. Se realizaron 4 determinacioness: '

- o los 68 dfas de administrar Toxafeno
- a loa 112 di{as de administrar DDT

- a 108 116 dfas de administrar Toxafeno
- a los 122 dfas de administrar DDT.

Las determinacicnes fueront

- rosetas . EA (receptor Pc) y EAC (receptor C3b)

~titulacién de complemento en unidades 50% hemo -

lfticas : ‘ '
= determinacién de complejos inmunes.

e 2:5'..



FUNDANMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

Sabemos del use indiscriminado en el pais, de los
pesticidas, y también que las plagas se vuelven cada =
vez mds resistentes a éstos, en consecuencia cada vez -
se incrementa mds la dosis minima de insecticida to ——
lerada por el hombre, lo cual repercute en la salud del
personal encarzado de la zplicacidn de insecticidas, -
ya que a estas personas no se les proporciona la debida
proteceidn .

Conocemos el uso del DIT y Toxafeno como insecti -~
cidas, principalmente el DDT en el hogar y el Toxafeno
a nivel agrfcola. Se han reziizado estudios (18,22) en
los cuales se han encontrado que estos insecticidase
‘a) se acumulan en los tejidos del organismo expuesto =

 a ellos, principalmente en la porcién lipidica(l7)
b) producen dafio hepdtico (24)
¢) posiblemente pueden ser inductores de cédncer y de -
algunas mataciones.(19,20,21) .

Sin‘embargo no se han realizado estudios a nivel
inmunolégico, por lo cual el precente trabejo estd ———
enfocado a demostrar la influencia téxica de estos 2 =
insecticidas sobre la respuesta inmune, basandose en =

los estudios anteriormenta realizados.



PLANTEAMIENTO DEL PROELEMA

El toxafeno y DDT se han utilizado por mucho tiem

po sin que hayan rpresentado problemas serios en la —a=

poblacién general. Sin embargo se ha demostrado que =

producen afio hepdtico y que es mfs hepatotdxico el ——
Toxafeno que el DDT (24).

Sabemos del uso indiscriminado en el pals y la ==
poca proteccién que hay para el personal encargado de -.
su aplicacién en el campo, Probablemente con la demose
tracién del dafio producido a nivel inmunolégico, las -

precauciones se extremen al apliecar dichos insectiei~

das. .

-



OBJETIVOS

e wm e e ame @ e ame

OBJETIVOS GENERALESs

~Poner de manifiesto que la toxicidad inducida por los
insecticidas Toxafeno y DDT, tiene implicaciones e

inmunolégicas.

OBJETIVOS BSPECIFICOS :

~Cuantificar poblaciones linfoides por el m&todo de —
~ rosetas EA y EAC - |

ébéterminacidn de complejos inmunes por precipitacidne-'
con polietilen glicol y consumo de coﬁplemento.
~Titulacién de complemenfo en unidades 50%hemolfticas.



Ia intoxicacién inducida por DDT y Toxafeno
altera la respuesta inmune, por lo que Be =
éspera encontrars

-modificaciones en las poblaciones linfoides
~un aumento en iz formacidén de complejos ww
- insunes. _
- disminucién en la actividad hemolitica del.

ecomplemento.
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL

=-pipetas de 1.5 y 10 ml.

«pipetas Pasteur

-tubos de esnsye de 13X100 mm.
=probetas de 50 y 100 ml y 1000 ml.

. =cdmaras de Newbauer

=pipetas para globulos blancos
=boquillas 2 :
-~£lask 25 cm 30 ml . Iux Scientific Corporation
(cajitas para cultivo de tejidos, eatériles)
~cubre hemat{metros
~gstuche de diseccidén
=gradillas
-jaulas para ratas
-matraces Erlenmeyer de 1 1t, 500 ml y 250 ml.
-¥idrios de relog
=varilla de vidrio
-papel watmen + 1
-platos microtituladores Cat. No 1-220~24 B Cooke
- Lab. Products.
-~ambudo buchner
-vagsos de precipitado de 500, 250 y 1000 ml.
~gquivo paras microtitulacién ,
=~bolsa mra dialisis

NP S



EQUIPO

=incubadora Precision Circulating System=253

-centrifuga Mod. J=12 5000 rpm "Sol-Bal" Aparatos Cien
tificos

-yortex

-relog

-bomna de vacfo, welch doble sello, Nodelo 1410 serie
1234

-microscopio Zeizz West Germany

~gspectrofotémetro FM 2 D.L. Zeiss Industrias Carl —
Zeiss de héxico S.4.

-piano, Laboratory Counter Clay Adams Parsippany,N.J.
0.7054. divizién of Becton, Dickinson and Company

-bdscula analitica METTEFR

~potencibmetro

-colector de fracciones 2112 Redirac Praction Collactor
IXB Bromma

~refrigerador
~agitador magnético.
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REACTIVOS

-Sephadex g=200 tamafio de partfcula 10-40 M Lab. Sigma
-DDT Q.P. Geigy

~Toxafeno Q.P. Pertimex S.A.

«-DEAE Celulosa ‘

-aceite de cédrtamo

~Regulador de trietanolamina (TBE) Stock 10X

NaCl wwew—e——e——— 5 &
MgCL2.6H20---—-— 1.0 g

Trietgnolaming - 28.0 ml
agua destiladamw-~ 800 ml

disolver, ajustar el pH con HCL 1.0 N a pH=4 y llevar

a 1000 mi. .
So0lucidn de trazbmjo: diluir 1:10 con agua dectilada y-
adicionar gelatina a una concentra

cidn final de 0.054.
~Preparacién del lMay-Greenwald

diluir por lo menos 100 mg del polvo en 50 ml de a2l =~
- cohol metf{lico pure. Dejese reposar una semana antesg -

de usarlae.
. =Regulador de EDTA 0.2 M oH=T.2 -

diluir 74.4 g de EDTA disédico en agua destilaia y ===
aforar a 1000 mi.

-~Regulador de fosfatos 0.1 M pE=7.0

NaH PO .4320 cm—me—— §,4501 g

Na,f207 e 5.49 g
diSolver en agua destilada y leer el pH aforar a 1 lt.

~Regulador de boratos 0.125 M pH=8.4

6.18 g de 4c, bérico
9.53 g de tetraborato disdédico
4,38 g de BaCL

1.0 g de NaN3 en 1 1t, de agua destilada.



~fRegulador salino de fosfatos (PBS) pH=T7.4 0.15 ¥

NaCL - -30g/ 1%
KCL 2e/1t

Ne HPO 4g———11.5 &/1t
KH, PO 2 g/1t

disolver en 1 lt. de agua destilada, es conveniente -
llevado 2 una dilucién por diez para almacenar y @i -
luir como se requiera.

=Solucién salina amortiguade pH 7.4 (SS4)

Sol.4

NaCL 8.0 g

KCL —weem—= 0.4 &

Mg SO 7H 0 0.2 g

Naz‘i 4-‘-—— O. 045 &

XH PO == 0,060 g

d;aol&er en 500 ml de agua destilzda

so7.B

CaCL ZH ————ee 0,147 &

disofver en 500 ml de agua destilada

Sol. €

glucosa ==we==l.0 g :

digolver en 10 ml de agua destilada y mezclar con ===

1l 1t, de partes iguales de lac =oluc1ones A+B.,

Sel D

rojo de fenol ~=w= 0,002 g

disolver en 10 ml de agua destilada y aﬂanir 8 la =wee

mezscla A+B+C.

Sol. E

tris 13.1 g

disolver en 800 ml de agua deestilada y ajustar a pH=T.4

si es necesario con 4cido clorhidrico, aforar = 1000 ml

con agua destilada. '
" 8olucidn de trabajo: mezclar voldmenes iguales de

la2 solucidén E y de la Kezela A+B+C+D, reajustar el pH=~

a T.4 31 es necesario.

~Polietilen glicol al 11.25% (11.25 g de PEG en 100 mli-
de regulador de boratos).

~Polietilen glicol al 2.5 % ( 2.5 & PEC en 100 ml de -
regulador de boratos).
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~Dextran azul al 1% en agua destilsda

~écido bdérico al 2 % ( 1 1t).

-HCL 1.0 N,

-gulfato de amonio (solucién concentrada)
«solucién salina de NaCl al 0.24, 1.6%, 0.89%.
~golucién salina 0.15 M

~carbonato de sodio al 24 en agua destilada
-fa0H 0.1 N

~tartrato de sodio o0 Potasio 2l 0.02% en aguza destilada
“-Cub'04 al Q.5% ' '
-colorante Giemsa dilufdo 1310 (500 ml).
MATERIAL BIOLOGICO

=72 Ratas macho, cepa Winstar
=gritrocitos de carnero en solucién Alsever
-Igh e IgG de Conejo
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METODOS Y PROCEDIMIENTOS

MARCAJE DE RATAS

Se tiene un loie de 72 ratas macho cepa W¥instar ,
las cuales son identificadas en cada jaula de 12 s8i =

guiente manera:

dnimales Marca

1 - cabeza

2 == mano derecha

} <= mano izquierdsa

4 - paRta derecha

5 ——e— para izZquierda

6 =~ lomo

7 «— cola

8 ~e= nada
Distribucién de l= jaulas:
No 165 # de jaula
1,4,7
ﬁbxafeno 2,5,8
DoT

3!6'9 -

'PREPARACION DE 105 AGENTES DDT y TOXAFENO EN SOLUCION

Se preparan 2 soluciones en aceite de clrtamo , =
una Toxafeno (8.25 mg/ml) y otra de DDT (15 mg/ml), =
estos mg equivalen al 15% de la DL50, de cada’uno de =
los insecticidas, empleando para el cdlculo el paso -—
méximo aproximpsdo de las ratas(500 g), con el £in de _
aplicar dosis no mayores de un wililitro.



Caiculoar
Toxateno DLSO = 110 mg/Kg .
Toxafeno en solucidn de xilol al 90%
el 154 de la DL 50 se calculd as{i:
(110 mg)(0.5)=16.5 mg de Toxafeno/Kg
el peso médximo aproximado de las ratas es S00 g -
6 0.5 Kg , para preparar un litro de solucidn tenemost
(16.5 mg/Kg) (0.5 Kg)=8.25 mg/ml
para un litro necesitamos 8.25 g/lt, a un 90%, pero
se requiere una solueidn al 1004, entoncess:
8,25 g —=——=904

Xm g =-—= 100% A= 9.1 g/1t 6§ 9.1 mg/lt de =
Toxafeno

Por lo tanto se necesitan 9.1 g de Toxafeno para
un litro de aceite de cértamo.

bor
DL50 = 200 mg/Kg
“El 15% de esta dorcis se calculd asis
(200 mg)(0.15) = 30 mg/Kg
Il peso méximo de las ratas es 500 g.
Para preparar un Litro de solucidn tenemoss
(30 mg/Kg)(0.5 Kg8)=15 mg de DT ’
Por lo tanto , tenemos que para 1 lt. se nece =

sitan 15 g de DDT,

= 37 -



APLICACION DE LOS INSECTICIDAS

Se lec aplicé diariamente la dosic correspondiente
de acuerdo al peso del animal por sonda gédstrica, intro
duciendo la sonda por el ecéfago. El peso de lLos enima~
- les se registré cada 4 dfas, y antes de ser sacrifica-
das también se pesardn.

Fare cada determinacién se empleardén lotes de 5 -
ratas normales y 5 intoxiecsdas, s3lo la (ltima determi-

nacién se efectud con un lote de 7 ratas intoxicadas.
FORMACION DE ROSETAS

INMUNIZACION DE RATAS PARA OBTENER IgG E IGH ANTI-GRC
(36).
Se inmunizé con 0.5 ml de GRC al 104 por via =—w—

intravenosa a 8 retas, siguiendo el siguiente esquema 3

Inyeccién Tiempo Dosis :
1 (afa) o 0.5 ml GRC ,
2 e
3 4 ‘ O0e3 ml
4 6 ' 0.3 md
5 8 0¢3 ml
6 10 . 0.5 ml
1 12 0.5 ml
8 14
9 16
sangrado 22 sangrar a blanco

Nota: los globuloé rojos de carnero se pPreparaIon 8 —-—
1 mg/peso/ml. '

Una vez %ranscurrido el tiempo, las ratas fueron -
sangradas a blanco, por incisifén axilar , obteniendose-—
el suero, se determin§ el tftulo de hemaglutinacién .-
Posteriormente se procedié a obtener la IgG e IgM.
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OBTENCION DE IgM POR CROMATOGRAFIA EN COLUKNA

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA OBTENER IgM de Conejo(d

l)a un litro de dcido borico(al2%), adicionar gota a -
gota con agitacidn 50 ml de “suero, el cusl se ha clari
ficado previamente y liberado de li{pidos de la siguien
te manera:
-centrifugar a 1000 rpm/30 min, para elimninar lipidos,
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 # 1.
2)deje la mezcla de suero=Acido bérico a temperatura =
‘ambiente por 30 min. ( con agitacién).
3)eentrifugar a 2000 rpm/5 min. a temp. ambiente.
4)guardar el sobéenadante. dejando invertidos los tubos
sobre un pavel filtro para que permita el drenado del -
Liqdido residual,
S5)adicione 1 ml de amortiguador de fosfatos a 1 tubo y
combine los sedimentos de los tubos con otro ml, realice
10 mismo dando otra lavada,(en los sedimentos esta Igh).
6 )montar una columna de Sephadex G=200 ¥y cOorrer 1la ==
columna con amortiguador PBo pH= 7.4 0.15 M.
NOTA: Partfculas mayores de FM=200 000 salen primero -.
de la columna de Sephadex G=200, y las particulas
menores pacsarnl & absorverse en los poros Gel —e—w

Sephadex, por lo tanto tardarén més en salir de

la columna.. » -
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PREPAFACION DE Li COLUMNA

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

pesar 17 g (peso seco) de Sephadex G-200

en un matraz erlenmeyer de 1 lt. agregar 750 ml de
PBS, y el Sephadex previamente pecado.

colocar el matraz dentro de un bafio de agua hirvien
do durante 5 hrs , egitando continuamente (esto -
provee suficiente gel embebido para una columa de
100X2.5 cm). | |
pasadas 5 horas enfriar a temperatura ambiente y =
limpiar de particulas finas el Sephadex, de la =
siguiente maneras '

a8)dejar sedimentar el gel durante 30 min

b)tirar el sobrenadante y resuspender el sedimento ~

“en 500 ml de PBS pH=7.4 0.15 ¥’

¢c)repetir los pases a y b 3 weces

d) la "ltima vez, después del paso b se resuspende
en el volumen original (750 ml de pB3S).

vertir el gel dentro de la columna a lo largo de =
una varilla de vidrio para evitzar burbujas de aire,
cuidar que la columna este vertical y no se mueva, -
vertir todo el gal dentro de la columma,

permitir el asentamiento del gel en la columna,( 5
hrs aproximadamente).

una vez que el gel ha sido asentado colocar el ———
adaptador de flujo.

empaquetar la columma por corrimiento de 2 volumenes
de PBS por la columna. La velocidad del flujo debera

ser cercana a. 20 ml/h.
” - 4.0 -



9) ya empaquetada la columma colocar sobre la SUper =
ficie una red de nylon que la cubrs perfectamente, -
seguida de PBS.

10)evitar dejar secar la superficie de la columna, y =
antes de que est0 suceda, aplicar 2 ml de dextran -
azul al 1% para conocer el volumen vacio.

11l)una vez que conocemos el volumen vacio, y sin delar’
secaxr la superficie de la columna, aplicar la mues -
tra.

APLICACION DE LA MUESTRA

1) Aplicer 3 ml1 de muestra (Igil conejo anti GRC).
con una pipeta Pasteur larga, evitando alterar la =
superficie de la columna, ya gue esto causa distor-
cifn-de las bandzs y por lo tanto una mala separa -

-eibn. _
2) dejar correr la columna a razdén de 30 gotas/ min.
3) colectar las fracciones, en cada tubo , aproximada
mente 1.5 ml o

4) posteriormente leer en eI espectrofotémetro a 280 -

nm cada tubo, y realizar la grédfica absrvancia VS—

ml.



Valores obtenidos en el espectrofotémetro a 280 nm.

(ajustar a cero con PBS ),

Tubo# lectura Tubo # Lectura Tubo # lectura

1.~ 0.081 2l.~ Q.70 4l.~ 0,557
2.- 0.068 = 22.- 1.89 42.- 0.484
o= 0.075 23 .=~ mayor de 2 4&3.- 0,322
4,~ 0.062 24 ,~ mayor de 2 44.- 0,228
5. — 0.063 25,- 1.583 45.~ 0.235
6o= 0,067 26 .= 04715 46.=~ 0.222
7= 0.053 27 .- 0.454 47.-~ 0.180
8= 0.068 28 .~ 0.431 48.= 0,117
.=  0.055  29.- 49.~ 0,074
10.—-  0.057 30.- 50.- 0.08L
1l.-  0.054 31.= 0.382 51.= 0.074
12.-  0.050 32.- 0.446  52.- 0.079
13.-  0.045 33.= 0.551 53e= 0.055
1l4u=  0.040 . 34.= 0.663 54— 04046
15.-  0.038 35.= 0.548 55¢= 0.046
16.-  0.26 36.= 0,661 56.= 0.124
17.- 0.22 3= Q.808 S57e= 0.033
18.—  0.20 38.= 0.961 . 58.= 0.034
19.~  0.17 39.-  0.643
20,= 0,22  40,=  0.468

NOT4At cada tubo contiene 1.5 ml.
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Crdfica de. las fracciones obtenidas en 1la columna

2.0 9
009 4 . [

0.2 |
0.1
1.0
0.9 |

0.8

+

17 £ % iy o o -

{ cada tubo contiene 1.5 ol )



TITULACION DE HEVOLISINA (Ig)M) POR HEMAGLUTINACION

Una vez realizadas las lecturas en los tubos,. (
fracciones de la columnaz) se procede = titulx la hemo -
lisina, tomando como muestra problema, los tubos 22,23,
24, 25,26.
l)colocar una gota de PBS pH=T7.4, 0.15 M (gota de S00M 1)
en cada orificio de 1z placa.
2)introducir un grillo en el primer tubo problema, y —
realizar 12 movimientos circulares, sacar el grillo del
tubo e introducirlo en los siguientes orificiosAde la -
placa,brealizando,en ca orificio, 12 movimientos semi -
eirculares, dejando el dltimo como testigo,
3)realizar lo mismo para todos los demds tubos.
4)luego agreger una gota de GRC al 1%.
5)incubar 1 hora a 37°C y leer las diluciones, ‘
A.6)eh este caso las diluciones fueron: 1:2, 1:4, 138,1:16

7T)resultadoss:
tubos actividad de anticuerpo
22 © ' No hay
23 14
24 1:8
25 1:8
26 134

8 )se mdzclaron los tubos 23, 24, 25 obteniendose una =
actividad de anticuerpo de 1:16, y un volumen de 4.5 ml.
9)a la mezclﬁ se le afladié azida de 50dio Q.01 M = o=
0.035595 &/4.5 ml peso/vol. como preventivo, y 56 =—ww
almacend en el congelador nerfectamente tapado.
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OBTENCION DE IgG EMPLEANDO DEAE CELULOSA (3)

l)pesar 20 g de DEALE celulosa

2)adicionar 400 ml de buffer de fosfato 0.01 M pH=8 a-
la DEAE celulosa.

3)ajustar el pH a 8 con HCL 1.0 ¥ {se adicionman 9 mi -
para ajustar ei pH).

4) una‘vez ajustada la mezcla a pH=8 se zgita y se deja
sedimentar 30 min., 8¢ remueve el soprenadante(las pRL-=
t{iculaes finag ) y se elimina,

5)resuspender la celulosz en suficieate amortiguador —
pare llevar un volumen adecuado, donde sze pueda repetir
el ciclo 2 veces mdes. _

6)vacear la celulosa ex un embuds bLuchner, que tiene 2
capas de papel Watmen # 1, "seque” durante 30 seg. de—
jando una pa:ta himedza de celulosa »

7)pese la celulosa en un vaso de precipitado; para 1lOml
de suero usar 50 g de peso himedo de célulosa. En éste
~caso, utilicé 100 g peso hilmedo de céluloea.

8)mezcle 20 ml de suero éon 80 ml de aguz destilada a
,400 , mantenga esta mezcla a 4°c ¥ para equilibrar 1 a
temperatura agita cada 20 min. durante 1 ar,

g)vacie la mezcla sobre un buchner y lave le celulosa-
rapldamenEe con 3 volumenes de 20 m1 de amortiguador -
~de Ffosfato pH=8& 0.01 M ' ' v
'10)los mililitros obtenidos se ven a precipitar con -
sulfate de amonio al 33 y 40%. ' '
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PRECIPITACION DE IgG (CONEJO) CON SULPATO DE ANONIO -
CONCENTRADO AL 334 Y AL 40%.

l)en una bureta de 50 ml se coloca la mezcla que contiene
' IgG obtenida del procedimiento con DEAE celulosa (142 ml)
2)en un vaso de precipitados de 500 ml se colocan 56.8ml
de sulfato de amonio saturado (con el prowdsito de obte -
ner una concentracién final de amonio al 404).

3)con la bureta z@Zgregar poco a poco los 142 ml de suero,
manteniendo una agitacién constante durante todo el pro-
ceso.

4)se continua agitando durante 15 min, después de termi =
nada la adicién del suero.

5)centrifuzar la susvencidn durante 15 min. a 3 QOOrpm=
G)el precipitado obtenido se resuspende en solucibn sa-
lina 0.85% hasta alcanzar el volumen original de suero.
7)se repiten los pasos anteriores (1,2,3,4,5) wna vez -
mis

8¥el sedimento de la dYltima centrifugaecidén ss resuspernc
de de nuevo al volumen briginal de suero, y ahora on -
el paso 2 en vez de colocar en el vaso de precipitados
56,8 ml de sulfato de amonio, colocamos 75 ml, para ——
obtenar as{ una solucidn de 33% de sulfato de amonio;
9)se repiten los pasos 3,4,después de resuspende el =
sedimento en 15 ml de solucién salina y se coloca la -
suspensién en una bolsa de didlisiSe

10)introducir l1a bolsa de dialisis en 4 litros de solu
cién_aaliha al 0.85%, manteniendo agitacibén constante -

 durante los 3 dfas que dura éste proces>, cambiando la



solucidn salina diario .

ll)terminada la dialisis vacear ( con pipeta Pasteur )
el continido de la bolsa en un fresco perfectamente -~
limnio y seco, agregar entonces azida de sodio a una -
concentracibén de 0.01 M ( 0.03955 g/5 =1 ).

l)tapar perfectamente el frasco y guardar en congela--—
dore.

13)realizar una hemaglutinacién, de la misma manera -—-—

que se realizé con la Igi de conejo.
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PROCEDIMIENTO PARA SENCIBILIZAR ERITROCITOS DE CARNERO
= RECEPTOR FC -

A 0.2 ml de paquete celular (eritrocitos), se em
adicionan 4 ml de SSA (que tiene una unidad subagluti-—
nante de IgG de conejo), mezeclar e incuber a 37°C du —
rante 30 min., lavar 3 veces con SSA y resuspender al -
1% en 5SA (volumen final 20 ml).

Cédlculo:

Ig6 conejo 1:1600 (t{tulo original)

.ge emplea IgG 1 + 1539=0,01+15 reduciendo més ==

las cantidades tenemos: 0.005M1 (IgG) + 8 ml (S=)

= SSA4 con 1 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 ——e
durante 30 min., lavar 3 veces con SSA y resuspender w
en 4 ml de SSA . Afiadir é ml de suero fresco de rata,-~
dilufdo 1:40 en SSA y ajustar la suspencibn al 1% ~—=-
(volumen final 20 ml).

Célculo:s

IgM conejo 1:32 (tftulo original)

0.2 mL(Igl) + 6.4 mL (SBA)=SSA con 1 unidad Sub~—
aglutinantesy ‘
Complemento dilufido:

0.1 ml ( suero frsco de rata) + 3.9 ml SSA.



ROSETAS PC Y ROSETAS C3b

Procedimientos

Cosechar macréfagos peritoneales, las ratas son =
previamente anestesiadas con étgr et{lico en una cédmara
cerrada. luego se inyecta a cada rata 30 ml de soluciém
salina citrato fria (via peritoneal). De inmediato se -
agita a la rota con movimientos de arriba haeia abajo -
(aproximadamente 60 movimientos), para obtener el exuda
do peritonezl se hace un corte en la cavidad peritoneal
Y se aspira el exudado con una pipeta Pasteur, colec —-
tando el 1lfquido en tubos de ensaye. El exudado perito-
neal obtenido se éentrifuga a 2 000 rpm/5 min., dese - -
char el sobrenadante y lavar el precipitado con 5SA a
.2 000 rom (2 vedes), eliminar el sobrenadante, y pare -
romper los eritrocitoé. agregar soluciém salina al 0.2%
(1 ml), dejar reposar aproximadzmente 20 segundos y ==
agitar, de inmediato agregar 1 ml de solucién salina al
l.64, para dejar la solucidn total isoténica. Posterior
mente centrifugar 2 2 000 rpm/5 min las veces que sea =
' necesario, hasta que el sobrenadante yz no se vea rojo=-
( no hayz hemoglobina), se repite el paso anterior.

Posteriormente agregzr SSA, y lavar locs macrdéfagos
obtenidos. Una vez lavados y eliminado el sobrenadante,
se agregan 4 ml de solucién s2lina aﬁortiguada a los =~
macréfagos obtenidos de las ratas problema y las control
Ajustar el nimero de células a 23;06 ¢él/ml ea medio —
JEd. Ya ajustadas las células, cubrir toda la superfi -



cie onda con ligeros movimientos, incubar 45 min., & -

37°C. Lavar con SSA 2 veces (después de incubar), para

eliminar las células no adherentes, (la SSA debe estar

a 3700, lo mismo que los eritrocitos sencibilizados).

Posteriormente afiadir los eriirocitos (previamente

sencibilizados ) cada uno en la cajita corressondiente,

recordar que de cada rata se tienen dos cajitas, una ==

debe tener eritrocitos sencibvilizados con Igh y otra -

con IgM. Incubar 20 min a 37°C y terminado ese tiempo -

lavar con SSA hasta eliminar completamente todos los =

eritrocitos livbres, sin permitir que la cajita se seque

De inmediato tefiir con Giemsa de la siguiente manera:

l.~-se 2grega colorante May-Greenwald a la placa por ——
teflir y se le deja reposar 2 min,

2.-e enjuaga el May-Greenwald con agua destilada hasta
que d&@l aguz desaparezca el color azul,

3.-se agrega colorante de Giemsa dilufdo con agua g8l =
10% y se deja revosar por 10 min.

4.,~se enjuaga con agua de la llave hasta que el agua =
aparezca clara.

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

microscopio.
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DETEEMINACION DE CONMPLEJQOS INMUNES POR PRECIPI-~

TACION CON POLIETILEN GLICOL (PEG) Y CONSUNO IE

PREPARACION DE GAMNA GLOBULINA DE RATA AGREGADA POR CALOR

En un vaso de precipitadoe se suspendieron:

8.3752 ml que contenfan 250 mg de gzamma globulina
de rata + 41.62 ml de 5§ 0.15 % = 250 mg/50 ml.

El vaso se colocd en un bafio de agua a 63°¢c/12 min.
Después la solucidn se enfrio en una bafio de hielo y la
fraccién microagregada se precipité por adicidén de 1.675g
dé sulfato de sodio anhidro, el cual se fue adicionando
poco a poco para asegurar la total disolueidén de éste,
En seguida la solucién se incubd a 4°C/1 hr., y se cen-
trifugéd a 3 000 rpm/15 min. para separar el precipitado
mismo que fud disuelto en S ml de regulador de fosfato
Q.1 M, pH=T.0. Luego la solucidn proteica se dializé =
contra regulador de fosfatoes O.1 M, pH=7.0 durante 3 =
dias, con 3 cambios de regulador al die. El1 dializado-
se centrifugd a 3000 rpm/15 min. y al sobrenadante ob=
tenido se le determind su concentracidn de proteinas -
por el método de Lowry , finalmente se guardd en un ==
tubo perfectamente ¢errado, ¥y en el congelador.
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DETEFMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE IOWRY (37)

~-Reactivo A N%?OJ al 2% + tartrato de Na 6 Potasio al
0.02% en NAOH 0.1 N,

-Reactivo B CusO, al 0.5% en egua

-=Reactivo € 50 ml de 4 + 1 ml de B

-Reactivo D Polim sin diluir,

Procedinientos

l.-en un tubo de ensaye agregar 1 ml de muestra proble
ma + 3 ml del Reactivo C, dejar reposar 10 min. y =
adicionar 0.1 ml del reactivo D, dejar reposar 30 min.
¥ leer a 600 nm.

2.-En otro tubo vreparar un control con 50Mg de pro
teina/ml y tratar esté control como prooblema.

3e=leer contrz un blanco que lleva 1 ml de agua destdi -

~lada + 3 ml de reectivo ¢ y O.1 ml dé reactivo D.

Valores obtenidos: lecturas

50 mg (control) ewew=a 0,2 D.O.

problema - 0035 D-O.

Célculo
50 Mg /ml control —w—m—- 0,2 D.0.
X=? 0.35 IO.

X= 87.5 M &/ml = 0.0875 mg/ml de gemma globu-
lina de rato agregada pPoOT ==
calor.
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COMPLEJOS INWUMES POR PRECIPITACION CON POLIETILER

GLICOL (PEG)_ Y CONuLUMO DE COMPLENENTO (23)

l)a 0.5 ml de suero o plasma adicionar:
0.1 ml de regulador de boratos, 0.125 M pE=8.4 § B.6
0.1 ml de regulador de EDTA 0.2 M pH=T7.2
2)ineubar a 37°C durante 15 min.
3)agregar 0.2 ml de polietilen gliecol al 11.25% en regu —
ledor de boratos.
4)incubar a 2°C durante 90 min. en bafo de hielo
5)centrifug:ar a 3 200 rpm durante 15 min,
6)levar el precipitado por 2 veces con PEG 2 una cone. < —
tracidn del 2,5%. Centrifugar a 3 200 rpm/15 min.
7)resuspender el sedimento en 1.96 ml de regulador de =
trietanolamina({ TBS) y adicionar 0.04 ml de complemento
(suero fresco )e '
8)incubar a 37°C durante 30 min. en bailo ﬁaria, prepa rar
los controles siguientest

Control 1 : 1.90 ml de TBS
' 0.10 m} de complemento

Control 2 ¢ 1.87 ml de TBS
0.03 ml de GGA
0.1 ml de complemento
9)dividir el volumen en 2 porciones 1aénticas de ( 1 ml

¢/u) y adicioner 0.8 ml de TBS y posteriormente l.2 ml
de una suspencidn al 1% de eritrocitos de carnero sen

¢ibilizados con hemolisinae.



Prevarar 2 testigos

‘Testigo ( - ) Testigo ( + )

2.3 ml de TBS 1.2 ml de eritros.

1.2 ml de eritros. sencibilizades
sencibilizados.

10)incubar a 37°C durante 30 min. con a2gitacibén lenta
¥y constante.

1ll)edicionar a todos los tucos 1 ml de TBS en frio . &
excepeidn del tubo testizo(+) al que se le adicionan
2,8 ml de agua decstilada.

12)centrifugar a 2 OO0 rpm durante 10 min.

13)leer el sobrenacante a 550 nm contra el sobrenadante
del tubo testigo (=)o

14) caleular el vorcentaie de hemblisis qué presenta -
cada tubo en relacidén al tesvigo (+) (100%de hemS—
lisis)

15)socre un papel semilogaritmico de probitas graficar
la relacién entre los porcentgjes de nemSlisis ( =
abcisas ) y la cantidad en ml de suero dilufde gue -~
se afiadid a cada tuvo (ordenadas).

1l6)unir los vuntos con una ifnea recta y determinar el
volimen del suero que produce un 50% de hemdlisise.

L7)caleular las unidades 50% hemolfticas por ml de ——=—

suero dilufco.



TITULACION DEL COMPLEMENTO EN UNIDADES 50% HEMOLITICAS

Procedimiento:

L.~lavar 3 veces en lz centrifuga a 1500 rpm durante S
min. , los glébulos rojoe de carmerc, en TBS y pre—
parar una suspensién al 2% en TBS (200 ml).

2.-ajustar la suspensién en una celda del espectrofoté
metro de la siguiente manera t mezclar 0.6 ml de la
suspensién de eritrocitos al 2% y 3.4 ml de agus ——
destilade. El 100% de hemélisis debe dar una D.0. -

- de 0.5, ( leer a 550 nm utilizando un blanco de agum
destilada), ei no se obtiene esta lectura se corrige

el volumen, mediante la siguiente ecuacién. .

D.C. I X V1 = D.0.2 X V2

V2 = D,0AX V1
D.O- 2 = O-S

3.-2 10 ml de la sﬁSpensién anterior se le adiciona —
uwn volumen igual de hemolisina previamenté titulada
( 21U 50% H ) en TBS. Mezclar bien e incubar a 37°%
durante 30 min. con agxtaclén frecuente. Transcurri—
do este tiempo se saca el matraz del baflo y de esta
manera tenemos los eritrocitos sensibili _ados a una v
suspensién del 1%.

4.-se hacen una diluciém del suero problema ( 1:15) -
"en TBS de la siguiente mnera ‘

0.l ml + 1.4 ml de TBS = 1315
suero '
Se colccan en bvafio de hielo lo=s tubos. utillzando -
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2 tubos para cada suero problema y 2 para los testigos

de la prueba.

Tubos Dilucidn eritrocitos 78S
1:15 sencibilizados

1  problema le2 m@ 0.8 ml

T (+) — 1.2 ml —n.

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

durante 30 min. con agitacién frecuente.

6.-sacar los tubos y adicionarles a todos 1.0 ml de TBS
frio, excepto al testigo pgsitiﬁo al cual se le pone
2.8 ml de agua destilgda , agitar los tubos.

7 .~centrifugar los tubot a 1 500 rpm/5 min.

8.~leer los sobrenadantes a 550 nm usando'como blanco =
el tubo testigo (=). )

g.~calcular para cada tubo el porcentaje de hemblisis —

en relacién con el testigo (+).
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CAPITULO



SELIADOS

RE

PROBABILIDAD DE MANN WHITNEY

l.-Se tienen 2 grupos, uno de ratas normalea y otro -
de ratas intoxicas.

2.~-Cada grupo esta determinado de cierto nimero de e
elementos, gque son n1 Yy n2 respectivamente.

3.=-4 cada elemento de ambos gruvnos se les ennumera erxr-
orden pnrogresivo, de acuerdo a sus velores gque pre-—
sentan, asigndndoles una numeracidén como la siguien
tet: 1,2,3, .... ete.

" 4.=-En el caso de gque 2 § més elementos sean iguales, ~
los nlmeros correspohdientes del orden progresivo =
se suman entre si y se dividen entre el nimero de -
-elementos, es decir,-ai~los nimeros que les corrés-
pondfan eran 4,5,y 6, se suman éstos y se dividen —

- entre el nimero de elementos, en este caso es 3, a

"estos se les asigna el valor obtenido, y al siguien
te elemento en el orden progresivo se le pone el nd=-
mero siguiente, en este caso es el nimero 7 y asf{ =
sucesivamente. '

5.-0btenido el orden creciente de ambos grupog, Se ——=
procéde a sumar los ndimeros de o:den creciente de -

cada grupo por separado.

6.-4 la suma de cada grupo se le designa con la letra
R. RL corresponde al grupo de los normales y R2 al
de los intoxicados. '
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Te.~3e les aplica la siguiente relacién para encontrar
Ul ¥ UZ'
Ulan:ln2+l/2n2(112+l)-82

U2 = nyn, + 1/2 n(n +1)~-R

8.—Ob€en'mdos los valores de Ul y 0‘2, gse toma el menor

9.=En las tablas de probabilidad de Mann Whitney (40)-
buscar el niimero de interseccién de n, ¥ By,

10,-Si el valor de U, es menor § igual que el obtenido
.en tablas, estadisticamente los grupos son diferen-

-4es, con una * PC 0.0% “.



EJEMPLO

Intoxicacién con Toxafeno a los 68 dias.

Rosetas EA { receptor PFc)

Grupo NORWALES  Grupo INTOXTICADAS
'Ul . , ] UZ
0 ===l I ewem 5
1 —wau=5b 1l === 5
1«5 2 === G.5
] 1 mwmn 5
nla 5 R1=25.5 nj.a 5 R2= 29.5

Sustituyendo en la relacidn se tienes

Up= (5)(5) + 1/2 5( 5+¢1) = 25.5 = 40 = 25.5 = 14.5
U= (5)(5) + 1/2 5 (5+1) = 29.5 = 40 -29.5 = 11.5

) SQ elije U2
El némero de interseccidén en tablas de o = 5y

= 11.5, siendo el menor.

n, es 2 .
El valor de U2 es mayor al encontrzdo en tablas
por lo tanto, los grupos son estad{sticamente no dife-

tentes " PX0.05" siendo no significativo .
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Into:gi_gaoi&x con Toxafeno

a loa 68 dfas a los 116 dfas

Rosetes EA . Rosetas EAC HRosetas Ei ' HRooetas EAC
{receptor Fe) (receptor C3b) (receptor Fo) (receptor €3b)
. I ¥ I - b I o I

(4] 1 5 I 1 1 2 6

1 1 5 1 1 2 4 2

1 2 )3 1 . 2 1 4 2

1 1 1 0 17 2 14 5

2 1 1 1 .

Tx 1 %16 Xm2o6  XTe0s8  Xe5.25 Xe2  Kede5  Fm=325
Se0eT S=0.89 S=2.19 Suledd " SmTe84 Sol.4l S=1 Sw=1.89
n1-5 n2-5 n1-5 n1-5 - ,_n1-4 n2-4 - n1-4 n1-4
32-29-5 : 32-21 ) g o | 32-10.5 thl'(

U,=14.5 = 31'6 o o | ' ?1-7-5 7 | Ulf?

T,e1L.5 Ul 0

‘nl/na = 2 - de tablas e nl/nsz'

U2 v1> 2 L mdo. v,o

ne significativo B 2 - Yo signitiutivb -

Emw Npmales ‘

I « Intoxicadas

Gréfics (1) - - ' c:ntﬁca (2)



COKPLEMENTO

EN UNIDADES 50% HEMOLITICAS ( CUS0%E )

Ratas intoxicadas con Toxafeno
a los 116 dfas (dilucisdn L:l5)

Normales Intoxicadas
2 1.8
0: o
2.3 2.8
Q 2.8
T = 1.075 | | X =1.85
n= 4 - n,= 4
Uls 5 Uzn' 1%
5>0
no significativo
(P> 0.05)

Gréfica (3)
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Pe=o g_e_ ]_.gf ratag intoxicadas con Toxafeno

a los 68 dfan

Normalea INtoxicadas
332.7 314

411 361

411 . 337

381 389 -

. 36T T 339.5
Xx380.5 Ta348.1
Se32.8 = S=28.2
n1-5 12-5
R, =34 '
32-21
uiué
32-:1.9

6% 2

HNo sicniﬁoafivo

Gtifi?a(t)

a los 116 df'ns ’
Intoxicadas

Rormales
194 327
a3 325
192 214
185 10
T=196  X=309
‘Sall.9 S=24.53
n1-4 _ n2-4
| ‘al-m
| 32-26
. U1-16‘
Um0
: 034)‘ ]
‘aignificativo
Gritica(s)‘ -



Intoxicacién con DIT

a los 112 dfas . & los 122 dfas
Rosetas EA Rosetas EAC Rosetas Ei Rosetas BACQ
(receptor FC) (receptor C3%) (receptor Fe) (receptor C3b)
¥ I g I N I i) I
3 8 3 2 1 1 1 15
1 4 1 4 0 3 1 &

8 4 3 ) § 1 ] 2 2

5 1 G 1 1 3
I 2 1 3

X35 w38 Xe2.2  Kw2,2 X-0.66 T=1.25 Xe1.33 6.5
Su2.96 S=2.68 S«1.09 S=1.30 S«0.57 S=1.25% S=0.57T S=5.91

1‘11-5 n2-5 nl-S nzns n1-3 ‘ n2.4 nl,-s nzg‘

le25.5 32-28-5 31-26 32-24 31-11.5 31-6.5 '

32-17.5 , 82-2105

U =11.5 U -16 . U4 U =0.5

11.5%2  14%2  45%0 0.5y 0

No significative : No significativo

N =« Normales

I= Intoxigadas

Gréfice (6) ' Gvrifi'cn('l) :
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...9. 2.‘.-..3.! ELQ

E QNIDAIES 301 EEMOLITIGIS Lw:ﬁ.)

Ratas intoxicadas con M7

& los 69 dfas ‘ ’ . a los 122 Dias
dilucidén 1215 C dilucién 1215

Formales Intoxicadas _ Formales Intoxicadas
1.6 Q 2.5 T 242

-} : 0 : o o J.2 ) 2.1

1.7 0 o e 4.0 -]

1.6 ' 1.8 AR o L : 1.8
£1.36 E0u94 . - X320 Rells2
Se0.77T  S=l.34 L Be0eT5 3~1.03
01-14.5 , _— ‘, - .01-12

Upl0.5 e

10.5) 2 - e 030
no significative - , v ﬂisnifioativ-o

(P»0.05) . - | (1’\40-05)

Lo  Qrkfies (8) -

~eal



Peso de las ratas intoxicadas con B-Zl‘

2 los 112 dfas Y - a los 122 dfas
Normales Intoxicadas Normpales Intoxicadas
348.2 361 . 321 335
J94.2 418 355.5 398
322.7 393 E1DA 388
389 282 ] : ) 400
2718 332
X=346.42 Tm357.2 X329 X=380
n1-5 ' nz-s ' ’ | nl-J - n2-4
31-.25 _ . 5 ‘ - 31-7
R2-30 e 82.21
01‘15 . : o : - . - Ultll
02-;0 » _ . 32-1

Ly 2 ) : .

10> o 1> |
i < o i '
No significativs o e aignificative
(P»0.05 ) o | (P> 0.05)
Gréfica (9)
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Ratas intoxicadas ocon DDT

- & los 69 dfas . a loa 122 dfas

NHormales Intoxicadas Norsales Intcxﬁ.cdu
0,08 0.07 - 0406 0.06
0.16 0.08 0.06 0,06
0.08 0.095 : ' Q.07
0.16 0.14
Tmel16 %=0.097 %e0.07 20,062
Se0.040 . Se0.026 . . Sa0.02 Sw0 4005
ny=5 g5 - ny=3 ny4
31-31-5 32-23-5 o ‘ : | 7 21-15 32.13
U1-16.5 - ) 7 01-5_
U,=8.5 ; Uped
8.5p 2 - - 3> 0
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DISCUSION DE RESULTADOS

Desde los 60 dias de intoxicadas las ratas e
presentaron disminucién de peso, siendo mas notorio =
en las intoxicadas con Toxafeno, observandose una e
intoxicacién azguda dehido a gque el Toxafeno es még-
¢6xico qua el DDT, segdn se puede apreciar en las LDSO
(110 mg/Kg y 200 mg/Kg resvectivamente).

En una tesis parapela a esta, se observé que —-—
desde los 112 df{as de intoxicacidn con DOT se presentd
una hepatomegalia, y & partir de los 122 se presenté—
una esplenomegalia ; no ocurrié as{ en las intoxicadas
con Toxafeno. Esto puede deberse a que el Toxafeno es
parcialmente biodegradable; en tanto gque el DIT se ==
acumula en tejido lipfdico.

A los 112 dfas de intoxicacién con DDT la res =
puesta inmune celular no se encuentra alterada, medida 7
por la actividad de las células en la reduccidén del =
Nitro Azul de Tetrazolio (40),que se determind para -
lelamente, Tampoco se obsdrvs diferencias significa -
tivas en la formacién de rosetas EA y EAC. En las ratas
intoxicadas con Toxafeno a los 116 dfas se observe una
media menor en lazs intoxicadas en cuanto al receptor -
Fe, sin embargo, estz diferencia no es significativa

(P>0.05).

-8 =



Hasta los 122 dfas de intoxicacién con DDT, la
respuesta inmune humorzl medida, por células forma —-—
doras de anticuerpos se encontrarén aumen_tadas (40),~
y se observd una disminucién significativa en la ———
determinacién de complemento en unidades 50% hemolf -
ticas. Esto puede deberse a que el higado se encuen
tra deflado{referido anteriormente), y es en este donde
se sintetizan las frazcciones G3, €6, C3 del comple ==
mento. Tambien se presentd daflo en el bazo, y es en —
este donde se sintetizan las fracciones C5, C7T ¥ CB —
del complemento. '

En cuanto a los compiejos inmunes determinedos &
los 69 dfas de intoxicacién con DIT, las medias en las
ratag intoxicadas se encuentran ligeremente disminuidas
sin embargo, esta diferencia no es‘estadisticamente -
significativa ( P) 0.05 ).
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CQNECLUSIONGES

El pesocorporal de las ratas intoxicadas dis
minuyé a 10?60 dfas, siendo més notorio en las into—
xicadas con Toxafeno cbservandose , una diferencia —-
estadisticamente gsignificativa con respecto a las ww—w
normales a los 116 dfas.

Hasta los 112 dfas de intoxicacidén con DDT, 1lg ==
regspuesta inmune celular no se encuentra alterada.

Hasta los 122 dias de intoxicasién con DDT, la —
respuesta humoral se encuentra alterada, presentandose
aumentadas las células formadoras de anticuefpos, Y -
disminufdo el complemento 5)#% hemolitico en relacidn e
con los valorses encontrados en las ratas normales.

Como se observd en los resultados de Toxafeno, ==
hasta los 116 dias no se preseantaron diferencias gige——
nificativas en los pardmetros medidos(CU50%H, Rosetas =
EA y EAC ).

Por lo que propongo que se realicen otras deter -
minaciones con méis tiempo de intoxicacién y el ndmero -
de ratas de cada determinacién sea mayor.

En base , a 108 resultados obtenidos se observa -
lo sigzuiente:

-gl Toxafeno ez mds tdxico que el DDP
=con Toxafeno se presenta una intoxicacidén aguda sin -

padecimientos
=la 1ntoxicaci6n con Toxafeno produce una disminucidn -
de paeso significativa. '
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-con DDT se produce una intoxicacién crénica e largo
plazo.

~la intoxicacién con DDT produce hepatomegalia, eSplené :
megalia y disminucién de complemento en unidades wwme

50% hemoliticase..
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