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I N T R o D u e e I o N 

La administración de extractos alerg6nicos en la terapia de las 

enfermedades alérgicas, rué utilizada por Noon en 1911. Desde entoQ 

ces el tratamiento a pesar de haber mostrado su eficacia ha dado ori 

gen a las más variadas controversias, debido a los escasos conocimieQ 

tos que se tenían sobre la naturaleza y características de sus antí­

genos, asi como los mecanismos sobre los cuales actúan y su capacidad 

para inducir otras patologías. 

La cstandarizació11 y caracterización de los extractos alerg6nicos 

se presenta como un tema de primordial resolución. A principios de -

siglo, Noon introduce el primer sistema de estandarización relaciona~ 

do peso/volumen. Posteriormente supone un logro el advenimiento de -

las Unidades de Nitrógeno Proteico (PNU). Sin embargo, no reflejaba 

actividad alergénica, sino su naturaleza química (15, 17, 42, 47, 53) 

Debido a los avances recientes en el campo inmunológico, se han -

obLenido grandes logros sobre la estandarización de extractos alergón! 

cos y se trata de saber la verdadera actividad alerg~nica de los mis-­

mos. De ello han surgido las unidades biológicas (UD/ml Europa) y uni 

dades alergénicas (UA/ml E.U.A.), con las cuales se han obtenido un mfl_ 

yor significado clínico. Para comprobar esta actividad han utiliz~ 

do métodos in vivo (pruebas cutáneas: intradermorrcacción, punción, e~ 

carificación, punción equivalente de histamina) e in vitro (degranula­

ción de basófilos, IgE específica) (17, 20, 40, 56, 57, 58, 62). 

La aplicación du extractos alurg61licos estandarizados an el diag­

nóstico y tratamiento de enfermedades alérgicds (rinitis, asma, derma­

titis a.tópica) ha dado mejor resultado 1::: •• la respuesta clínica cuanLit.fl_ 

tiva, que los extractos no estandarizados (17). 



FUNDAMENTACION DE !,A ELECCION DEL TEMA 

En 1906 Von Pirquet introduce el t&rmino Alergia para designar 

la capacidad de reacci'6n l.liferente a la habitual bajo un estimulo a 

una sustancia extraña sensibilizante que se denominó alergcno. 

Cuando una respuesta inmunitaria adaptativa se produce en forma 

exagerada o inapropiada, causando lesiones hísticas, se aplica el --

t6rmino hipcr5onsibtc. La hipersensibilidad es una caractcristica -

del individuo que se ma11ifiesta despu6s del segundo contacto con un 

antígeno (Ag) determinado. Coombs y Cell describieron 4 tipos de hi 

persensibilidad: Tipo I, II. III y IV (48, 52). 

Los tres primeros cst5n mediados por .lnticuerpos (Ac) y el cuaL 

to sobre todo, por células T y macrófagos. 

Tipo r. Es el de mayor interés debido a que es el tipo de reaQ 

ción que se presenta primero en el diagnóstico de alergias rcspirat~ 

rias (por pruebas cutáneas y pruebas de escarificación). 

En esta reacción las células cebadas se unen a la IgE mediante -

sus receptores a la fracción cristalizable. Al contacto con el Ag la 

IgE se entrecruza induciendo desgranulación y liberación de mediado-

res como la Histamina la Sustancia de Reacción Lenta de Anafilaxia y 
r 

el Factor Quimiotáctico de eosinófilos y polimorfonucleares (48, 52). 

Por la gran importancia que tienen los extractos alergénicos uti 

!izados en el Sorvicio de Alergia para el diagnóstico de alergias re~ 

piratorias, debe procurarse un control de calidad extricto en su pro­

ducción, tanto en el método de preparación como en el del control de 

su potencial alergénico, por el peligro que entraña en pacientes alt~ 

mente sensibles a presentar una respuesta inmunológica tipo l. 



En el Servicio de Alergia del Hospital General de M6xico SS. _ 

s61o en el _mes de enero de este afio se registraron 102 pacientes con 

s!ntomas de alergia respiratoria; el 40% se presentó con diagnótico 

de rinitis simple, el 25% con riniti~ mixt~ LO% con asma bron--

quial, el 20% con urticaria, 4% con conjuntivitis y el 1% con derm~ 

grafismo. 

En el Laboratorio se realizó un total de 602 preparados de extra~ 

tos alergénicos en el mismo mes. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se preparan los extractos alergénicos utilizados en el diagnósti-

co de enfermedades alérgicas y se les determinará el nitrógeno protci-

co por la técnica de Micro-Kjeldhal. 

Se realizarán las pruebas cut~neas por duplicado con diferentes -

diluciones del extracto alergénico a estandarizar en 30 pacientes que 

presentan sensibilidad de 3 o m5s cruces a dicl10 alergeno. También se 

practicará la prueba cutánea con histamina como testigo positivo con -

dilución de 1/1000 para la obtención de unidades liEP. 

Se realizarfi la prueba de inhibición del RAST para determinar la 

' 
cantidad del extracto alergénico que inhiba el 50% de los enlaces entre 

el antígeno en fase sólida y el anticuerpo lgE. Todo esto en conjunto 

para lograr la estandarización de la inmunogenicidad de los alergenos. 



¡, GENERALIDADES 

¡,¡, HISTORIA DE LA ALERGIA 

La inmunidad comprende un conjunto de mecanismos que contribuyen 

a desarrollar y preservar la integridad de los seres vivos. 

Desde hace mucho tiempo atris se sabia que ciertos alimentos total 

mente inocuos para la mayoría de los individuos, producían síntomas pa­

tológicos en otros, a esto se llamó idiosincracia (22, 26, 29, 48, 52). 

En 1961 Jacob de Rebequc, quien sufría de ''catarro de heno'' notaba 

que las rosas emitían algo que irritaba su nariz y provocaba una secre­

ción hialina. 

En 1819 Bostock y Wyman hizo una descripción clínica exacta de la 

"fiebre de heno" aplicando polen de toda clase de hierbas i' plantas s,2 

bre la mucosa conjuntiva! demostrándose así su eficacia para producir 

ataques de cat~rro (40). 

A finales del siglo XlX, se conocía la respuesta clínica y la cti~ 

logia pero no los mecanismos inmunológicos. 

En 1810 Von Bol1ring dcscubri6 el uso profil¡ctico del antisuero -

contra la toxina diftérica. En 1902 buscando otros sueros profilácti­

cos, Portier y Richct notaron una reacci6n inmediata semejante al cho­

que, en un perro sensible a la toxina de una anémona marina, denomina­

ron a esta reacción nociva antifilaxia o anafilaxia para distinguirla 

de la profilaxia (28, 29, 48, 52). 

En 1903 Arthus describió un fenómeno que se producía cuando se a~ 

ministraba cada 6 días un antígeno por vla subcut¡nea a un animal, en 

general a la sexta administración se producía inflamaci6n que llegaba 



a la necrosis, demostrando así la ausencia de sustancias tóxicas ca~ 

santes de la lesión (52). 

En 1906 Van Pirquet introduce el término alergia (del griego 

"ALLOS": otro y" ERGOS": respuesta), quo servía para designar la cap!!. 

cidad de un tejido de reaccionar en forma diferente a la habitual b~ 

jo un estimulo subsecuente a una sustancia extrafia sensibilizantc 

(40, 49, 52). 

En 1911 Cookc introduce las pruebas cut5neas con alergenos prote! 

cos para el diagnóstico de las enfermedades al~rgicas. En este mismo 

afta Freeman y Noon contribuyen al conocimiento de la J1iposcnsibiliza­

ción específica y de las polinosis (49). 

E11 1921 l1 rauznitz y KÜ5tner descubrieror1 que alg6n elemento del -

suero, probablemente un anticuerpo, podía transferir la inmunidad o la 

alergia de un individuo a otro. Esta transferencia pasiva se lleva a 

cabo aplicando suero de un alérgico en la piel de una persona normal. 

Veinticuatro horas después, la administraci6n del alergcno en el mismo 

sitio donde se había inyectado el suero del donador, producla inmedia­

tamente eritema y edema (40, 54). 

En 1923 Coca y Cooke introducen el t~rmino ''atopia•• (atopos: no -

com6n), para describir las caracter[sticas clinicas de 11ipersansibili­

dad tipo I que incluyen: asma, eccema (dermatitis atópica}, fiebre del 

heno (rinitis alérgica) y urticaria, en personas con historia familiar 

de transtornos similares y que muestran positividad a las reacciones -

cutáneas inmediatas (48). 



Dale en 1929 propone que en el sl1ock anafilictico, la reacción -

antígeno-anticuerpo originaba la liberación de histamina de los teji­

dos en donde tenía lugar tal evento (40). 

En 1932 Feldberg, Bartosch y Nagel, aislaron la histamina de una 

perfusión pulmonar proveniente de un animal sensibilizado (52). 

Hasta la década de los 50's, se contempla la descripción clínica 

a1ergo1ógica, sin embargo con los estudios de Sanger en 1956 se ini 

cia la era de la inmunología y les corresponde a T. Ishizaka y K. 

Ishizaka en 1967 {E.U.A.) y Jhojanson y Denich en 1968 (Suecia), ais­

lar e identificar el anticuerpo responsable de la anafilaxia, la IgE 

(52. 48, 54). 

1.2. REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD 

Actualmente la alergia y la atopia representan un número importan­

te de enfermedades con morbilidad significativa aunque sabemos que la 

funci6n del sisLema inmunitario es proteger al huésped de los antíge­

nos extraños, las respuestas inmunes anormales pueden producir lesión 

de los tejidos. Gell y Coombs (1969) han clasificado los mecanismos­

de las lesiones inmunológicas en cuatro tipos distintos de reacción, 

lo que permite comprender mejor la inmunopatogénesis de estas enferm~ 

dades (22, 4B, 52). 

Tipo I: Hipersensibilidad inmediata o reacción anafiláctica, medidda 

por IgE (sistema homólogo) e IgG4 (sistema hcterólogo). 

Tipo II: Reacción citotóxica mediada por IgM e lgG. El anticuerpo e~ 

tá dirigido contra los antígenos de las proteínas celulares 

del individuo. Esto puede producir una reacción citotóxica 
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por las células K o la lisis mediada por el complemento. 

Tipo III: Reacción mediada por complejos inmunes (IgM, IgG). Estos 

Tipo IV: 

se depositan en tejido. Se activa el complemento y los-

polimorfonucleares atraídos hacia el lugar del depósito 

causando lesión. 

Hipersensibilidad tard!a (mediada por linfocitos T, inmu-

nidad celular). Las células T sensibilizadas por el ant! 

geno liberan linfocinas después de un contacto secundario 

con 61 mismo. Las linfocinas inducen reacciones inflamat2 

rias, activan atraen a los macrófagos que liberan media-

dores (48, 52). 

Esta 5e puede presentar en cuatro formas: 

a) Reacción de Janes Mote. 

b) Dermatitis de contacto. 

e) Reacción tipo tuberculina. 

d) Granuloma tipo Mitsuda y Kvcim. 

7 



2. HIPERSENSIBILIDAD INMEDIATA (TIPO I) 

2. l. DEFINICION 

La hipersensibilidad inmediata o reacciones tipo l son las que 

tienen importancia en esta inveatigación puesto que median los pro­

cesos al~rgicos (46). 

La IgE se une a las células cebadasmediante sus receptores para Fe 

al contacto con el antígeno (alergenos: polÍnicos, fúngicos, ácaros, 

tegumentarios, fármacos y otros), la lgE se entrecruza induciendo la 

dc9ranu1ación y la liberación de mediad.Jr·~s como la histamina, leuc.2 

tricnos (LTC4, LTD4, LTE4~ anteriormente llamados SRL-A}, serotonina, 

bradicina, l1cparina, troboxanos, prostaglandi11as y el factor quimio­

táctico de los cosinófilos (FQ-E). Este es el mecanismo responsable 

de los $Íntomas alérgicos y su manifestnción depende del órgano de -

choque. 



2. 2. INMUNOGLOBULINA E 

2.2.1. Características generales. 

Las inmunoglobulinas son moléculas proteicas que portan activ,!. 

dad de anticuerpo, comprenden un grupo heterog~neo de proteínas que 

constituyen aproximadamente el 20% de las proteínas plasm5ticas to­

tales, en la electroforesis, la mayoría migra a la zona gamma y al_ 

gunas a la zona beta-globulina. 

Estds son glicoprotcinas co~pucstas de 82-96% d~ polip6ptidos y 

de 4-10~ de carbohidratos, el compo11cnte po!~:,eptÍdico pose~ casi tg 

das las propiedades biológicas. La IgE tiene un peso molecular de 

aprox. 190,000 d (85) comprende solo el 0.004% del total de las inm~ 

noglobulinas séricas, se liga con gran afinidad a las célula~ ceba-­

das a travós de su receptor para la fracci6n Fe. 

La rccxposici6n a un antígeno provoca generalme11tc la aparici6n 

de anticuerpos de la clase IgG, sin embargo la rcexposici6n a alergg 

nos, provoca en individuos predi~puestos reacciones de tipo r. Este 

anticuerpo no activa el complemento, ni atraviesa barrera placcntaría, 

su concentraci6n varía con la edad y es del orden de 0.0003 ~g/ml. 

A pesar de la concentraci6n tan baja de la IgE en circulaci6n se cono­

ce su estructura primaria debido a c9tudio9 sobre Mielomas l1iper-lgE. 



El peso molecular más alto de la cadena pesada es de 72,500 -

daltoncs y está compuesta aproximadamente de 550 aminoácidos distri 

huidos en 4 dominios de la región constante y una en la región vari~ 

ble. Las células plasmáticas productoras de IgE se encuentran en a­

migdalas, adenoidcs, submucosa de vías respiratorias y tracto diges­

tivo. 

Su vida media es de 2-3 días en circulación, sin embargo unida a 

células es mucho más larga, se calcula que una tercera parte de la IgE 

total se renueva diariamente. su catabolismo diario es del 89%, esto 

sugiere que se esta formando en grandes cantidades (44). 

En padecimientos atópicos es posible que la IgE se metabolicc le~ 

taraente o que ~u producción sea mayor a nivel del Órgano afectado, lo 

cual explica el alto nivel en suero y otros liquidas orgánicos de pa­

cientes atópicos. 

2.2.2. Genética, atopia y alergia. 

En la respuesta alórgica contribuyen factores genéticos y facto­

res ambientales. Se ha demostrado que cuando ambos padres son alérgi 

cos, el 50% de los hijos padecen alergia. Incluso con un padre alór­

gico el porcentaje es casi del 30%. Cuando ninguno de los padres es 

alérgico, aproximadamente un 16% desarrolla un tipo de alergia. 

Los principales mecanismos genéticos que regulan la respuesta a­

lérgica son: 

a) Nivel total de IgE. Cuanto mayor es el valor de IgE sérica 

total, máti elevada es la probabilidad de atopia. En familias en lo 

que por lo menos un miembro tiene valores altos de JgE confirma la --
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hipótesis de que los niveles bajos de eila se asocia con un gen d~ 

mi nante. 

b) Respuesta inmunitaria ligada al HLA. 

e) Capacidad de respuesta general aumentada. 

Factores ambientales. Se ha calculado que se tiene contacto -

anualmente con un µg de polen, sin embargo los síntomas aparecen s2 

lo cuando se supera el umbral alérgico, que depende de la intensidad 

de la exposición al alergeno y la capacidad del individuo de generar 

respuesta tipo lgE a una co11centraci6n baja de alcrgeno, presencia -

de infecciones viricas en tracto respiratorio alto, la disminución -

de la actividad supresora o la deficiencia transitoria de la lgA. 

Las infecciones viricas exacerban los síntomas alérgicos, prob~ 

blcmcnte se deba a que algunos virus como el HeI:"pcs simnlcx, aumenta 

la liberación de histamina por los basófilos. Además, pueden facili 

tar la entrada del a1ergcno a través de las superficies epiteliales 

dañadas e incrementar la respuesta de los órganos de choque a la hi~ 

t<lmina (22, 43, 48). 

2.2.3. ~lccanismo inmunológico. 

Las células cebadas se encuentran en tejido conjuntivo y mucosas, 

mostrando una distribución distinta, la concentración más alta se en­

cuentra en la mucosa del intestino medio y del pulmón. 

Las células cebadas y basófilos presentan receptores para Fe de 

la IgE (fcE¡ de alta afinidad (Kd:1olO¡. 

11 



En la e~~posición al polen, hay ruptura de su membrana externa 

e interna exponiendo sus antígenos solu~les que se difunden a través 

de la mucosa nasal son transportados a los günglios linfáticos lo-

cales donde ~e produce una respuesta I9E.Las c6lulas cebadas ~igrar1 a 

los 9anglios linf~ticos locales y adquieren IgE específica para el -

alcrgeno y miyran nuevamente al 6rgano do choque. Estas c~lulas ce­

badas se dcgranulan dcspuós de un scgur1do contacto con el antígeno, 

liberando mediadore5 (48). 

Liberación de mediadores. La reacci6n alergcno-IgE aumenta la 

permeabilidad do la membrana de la célula cebada, conduciendo a la -

entrada de iones calcio, ocurriendo exocitosis de los gr5nulos, con 

liberación de mediadores preformados e inducción do la síntesis de -

mediadores formados "de novo" a partir del ácido araquidónico que col! 

duce a la producción de prostaglandinas tro~boxanos y leucotricnos -

( 40). 

12 
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2.2.4. Mediadores químicos. 

MEDil\DOR 

Histamina 

Heparin.:i 

Enzimas 

triptasa 

B-glucosaminidasa 

Factores activadores y 
quimiotácticos 

Lcucotrienos 

Prostaglandinas 
'l'rornbo~anos 

EFECTO 

vasodilatación, aumento de 

la permeabilidad capilar -

quimiocinesis, broncocon-­
tricción. 

anticoagulante 

protcolítica 

C3-convertasa, escinde los 
residuos glucosamina. 

quimiotáxis de cosinÓfilos 
activación de ncutrófilos­

y plaquetas. 

vasoactivos 
broncoconstricción 
quimiotácticos y/o 
quimiocinéticos. 

contracción del músculo 
bronquial, agregación de 
plaquetas, vasodilatación. 



2.2.5. Receptores histamlnicos: tl
1 

y H
2 

Existen subclases definidas de receptores para histamina. El 

H1 (Ashy Schilo 1966) y el H2 (Dlack y Cols. 1972). El primer ti-

po se encuentra en piel; mucosa nasal, intestinal y bronquial y es 

bloqueada selectivamente por antihistamínicos como cpirtefrina, ter-

fenadrina y astemizol. El tt 2 se localiza en mucosa g5strica, es -­

bloqueada por cimctidin3 y ranitidina entre otros. 

La histamina es el 2-{·l-imidazol)-etilamina. Es una molócula 

hidrofÍlica compuesta por un anillo imidazÓlico y un grupo amino -

unidos por dos grupos metileno. La forma farmacológicamente activa 

es el tautómero monocatiónico N-lt. Se ha propuesto que la forma I y 

II act6an en diferentes receptores (8, 26, 39). 

~-CH -Cll -~H r- . , _· ," 2 2 3 

-N 

H-N " 

LN 
... 

HN 
' 

II 
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Efectos como la broncoconstricción y la contracción del inte2 

tino están mediados por el receptor H1 . Otros en especial la seer~ 

ci6n gástrica, son totalmente refractarios a éste e involucra la -

activación de los receptores H2 • Sin erabargo la hipotensión debida 

a la dilatación vascular está mediada por ambos. 

Actualmente te se postula la existencia de receptores 11 3 en pu! 

rnón. 

2.2.6. Significado clínico de la IgE. 

Diver~os estudios han demostrado la correl~ción entre sueros de 

individuos con lgE elevada enfermedades atópicas. La mayor parte 

de los adultos y niños sanos tienen valores de lgE por debajo de 20 

KU/L, mientras que los pacientes aléraicos presentan generalmente v~ 

lores muy elevados. 

En niños los valores de IgE varían de acuerdo con la edad en -

cord6n umbilical los niveles son relativamcr1tc bajos (menos de 0.5 

KU/L), la media de IGE en suero a la edad de un aílo asciende de 2 a-

10 KU/L. Normalmente la concentraci6n m5s alta es antes de la pubc~ 

tad. Ln otro e~tudio encontr6 que la concentrJción de IgE en ni-

~os Jt6picos es de ~15 veces mayor qua los no dtÓpicos. 

La diferencia entre alérgicos y normales es marcada en poblaci2 

nes donde las infecciones parasitarias no son end~micas, porque de -

lo contrario el uso de esta prueba se vería limitada para el diagnó~ 

tico de enfermedades alérgicas. 
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Se ha demostrado que concentraciones elevadas en sangre de -

cordón umbilical y niveles altos en niños sanos es el mejor pará­

metro para predecir el desarrollo de padecimientos alérgicos. 

En resumen, la determinación de IgE es de mucho valor en el -

diagnó~tico de pacientes con varios síntomas clínicos de cnfermed~ 

dos at6picas (7, 43}. 
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3. ALERGENOS 

3. 1. DEFINICION 

Son antígenos solubles que producen una respuesta alergénica -

mediada por anticuerpos IgE. La mayoría tiene peso molecular de --

10,000 a 70,000 d. 

Los antígenos menores de 10,000 d son incilpaccs de unir los sitios 

Fab antre dos mol~culas de JgE, excepto cuando estSn polimerizados. 

Los alergcnos con peso molecular mayor a 70,000 d no penetran fñcil-

mente la mucosa, pero pueden sensibilizar en concentraciones bajas -

( 52). 

La mayoría son proteínas o glicoproteínas solubles de tipo secueg 

cial o conformacional. 

3. 2. CLASIFIC,\C!ON 

De acuerdo a su frecuencia y vía de exposición se clasifican en: 

1. INllALAULES (acroalcrgcnos). Son todos aquellos que transporta-

dos por el aire (anemófilos), se ponen en contacto -

con la mucosa nasal y/o bronquial y conjuntiva!. 

vegetal: p6lenes, tamos, pochote, algod6n. 

microbianos: l1ongos, ~caros, bacterias. 

origen 
animal: pelos, caspas, plumas, epitelios. 

diversos: polvo casero, fibras. 

2. INGER !BLES 
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3. INYECTABLES 

4. CONTACTANTES 

A continuación se describen los incisos a y b por ser los ate~ 

genos de interés en nuestro país. 

a) VEGETAL. 

l. Pólenes: son células gcrminal~ci producidas en el andróceo de -

las flores de malezas, árboles, arbustos y pastos. 

Los pólenes ~lcrgénicos miden de 20 a 130 micras, presentan fOL 

ma oval, osférica o poliédrica, con supoficic lisa, rugosa o cspicu­

lada. Estructuralmente se compone de exina o cubierta protectora de 

la que sillon lo$ poros germinales. 

Intina es la membrana interna compuesta d~ celulosa. La fÓvíla, 

masa coloidal central en la que se encuentran dos núcleos; generador 

y vegetativo, retículo cndoplásmico y ribosomas, donde se cncuentran­

enzímas, hormonas, pigmentos y vitaminas {2, 46). 
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1.1. Malezas: Son plantas Silvestres, angiospermas, dicotiledó-

neas. Desde el punto de vista alcrgénico las más 

importantes en México son: 

Nombre científico 

<;;9runos~ bi ppina tus 

A.mbrosia tr-ifida 

Artemisia. \ºUlCJ2.f..i.!=i 

Amaranthus pulmeri 

Rllmex crispus 

Rumex acctocella 

Salsola pcstifcr 

Atriplex bracteosa 

Plantaqo maior 

Plantago lanceolata 

Nombre común 

girasol, maíz de texas. 

mirasol, girasol morado. 

ambrosia 

amargosa, altamisa 

altamisa, artemisa, amargosa, canbeba 

mexicana, estafiate, ajenjo del país 

iztauyalt. 

estafiate 

quintonil, quclite blanco, cola de nQ 
via, ca ni. 

bledo 

cresta de gallo, moco de guajolote 

epazote 

qucl i te 

lengua de vaca 

hierba roja, hierba de cristo, accdcr! 
lla. 

rodadora, maromero, comunista, cl1amiso 

llantén, uitssuacua-sipiati 

ruderal. 
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1.2. Pastos: Angiospermas, monocotiledóneas. La familia de las 

gramineas son de importancia alergénica. 

Nombre científico 

Cynodon d~ 

Lolium pcrenns:? 

11olcus halepensis 

Phleum pratense 

Bromus carinatus 

Aqrostis alba 

Avena fatll,? 

21 

Nombre común 

capriola, pata de gallo, pasto de las 

bermudas. 

pasto inglés 

sorgo, zacate egipcio, maicillo za­

cate Jhonson. 

cola de zorro, timoti. 

avena loca, b~~~a de viejo, zacapipi-
101. pipilu~c. _ab3dillo. 

zacatc 

avenilla, avena, avena silvestre. 

maíz. 



1.3. Arboles: Angiospermas y gimnospermas. Arbustos o árboles 

de 1.0 a 87 metros de longitud. 

Nombre científico 

fraxinus uh!;!g_i 

Quercus laurina 

tt_Q§_Qgj.s juriflor_a 

Acer negundo 

var. mexicanum 

Juglans sp 

Nombre común 

Fresno 

pir6, purul, tzactumi, xasa, yagaleche 

encino 

encino, laurel 

trueno 

mezquite, algarrobo, rnizquitl, chacata 

álamo, alamillo 

haya, acazintle 

allé, ilite 

cedro, sabino 

estiellu, ocozote, suchiate, kirambaro 

nogal, nogal silvestre 

espino, huizache, chaparro prieto, 

flor de niño, tzurumbiri. 

eucalipto 

olivo 

pino 

sauce 

olmo, palo de baqueta, guayacán, cu~ 

rillo. 
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Los pólenes ·de ~as plantas reportadas anteriormente se conside-
. . 

ran alergénicos .por .. Cumplir con los postulados de Thomen Vaugham ---

(1939): 

l. El polen debe ser alergénico. 

2. Liviano 

3. Anemófilo 

4. La planta debe producirlo en grandes cantidades. 

5. Estar ampliamente distribuido. 

b) MICROBIANOS. 

Los ácaros son microorganismos pertenecientes a la familia 

Pyrogliphydae; con dos especies de importancia alerg6nica: 

Oermatophagoides otcronrssinus y D. farinae (dcrmatos: piel; phago: 

comer; oides: parecido a). Su fue11ce alimenticia son faneras, bac-

terias y esporas de hongos. 

El hábitat de D. ptcronyssinus es el polvo casero y de D.Farinac 

son las harinas y polvos (19). 

Su temperatura de desarrollo es de 25°C, con humedad relativa -

del 80%. Hiden hasta 30 micras de longitud. En 1960 (Voor Horst) -

quedó establecido que estos microorganismos son frecuentemente resporr 

sables de la rinitis y asma alérgica. 

Chapman y cols. en 1980 purificaron y caracterizaron los princi­

pales alergenos, denominados como Pl (Dcr Pl) de 24000 d, AgX (Der PII) 

y Ag23 para D. pteronysinus y Fl (Der Fl) para D. farinac. Se ha de-

mostrado que al menos 1 de los 4 alergenos principales de o. farinac, 

comparte determinantes antigénicos con ~nyssinus (2,13,27,30,34). 
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4. ENFERf!EDADES ALERGICAS 

CLASIFICACION: 

Actualmente algunas enfermedades alérgicas están incluidas en 

la respuesta de hipersensibilidad tipo I y se clasifican clínicameQ 

te en función de órgano de choque. 

A continuación se describen las que involucran el tracto respi­

ratorio debido a su mayor frecuencia en nuestra población. 

4.1. RINITIS ALERGICA 

Es una alergosis del tracto respiratorio inducida por aeroaler­

genos, primordialmente ataca la mucosa nasal, faringe. 

La rinitis alérgica es la más frecuente y no tiene relación con 

la edad, sexo o raza. Depende de 3 factores: predisponente (atopía), 

desencadenante (alergeno) y medio ambiente. 

Patogenia. 

La rinitis alérgica sea estacional o perenne es inducida por la 

interacción entre un alcrgcno y la lgE específica fijada sobre las -

células cebadas de la mucosa nasal, provocando la liberación in situ 

de mediadores biológicamente activos, responsables de las manifesta­

ciones fisiopatológicas, como: dilatación del lecho vascua1ary aume~ 

to de la permeabilidad capilar con formación de edema, estimulación 

de las glándulas mucosas y células caliciformes que producen rinorrea 

e infiltración de la submucosa y mucosa con células inmunocornpetentes 

predominantemente eosinóf ilos. 
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Las manifestaciones clínicas incluyen prurito, siendo el sín­

toma más característico, obstrucción nasal producida por el edema 

de la mucosa con apariciones súbitas y remisiones espontáneas recl 

divantes que las diferencian de obstruccionc~ de origen anatómico, 

rinorrea acuosa transparente; otras manifestaciones menos frecuen­

tes son las ''ojeras al6rgicas", que se atribuyen a la estasis ven~ 

nasa crónica, debido al fluido venoso disminuido a lo largo de la 

rnucosa edematosa, pliegue nasal transverso resultante del rascado­

crónico. 

En pacientes con rinitis alérgica existe una elevada frecuencia 

de conjuntivitis. En la exploración f!sica se observa la mucosa nasal 

pálida, azulada, húmeda y edematosa (35). 

Diagnóstico. 

El estudio completo del paciente incluye: 

l. Historia clínica y exploración física completa. 

2. Diometría hem¡tica completa 

3. Estudio coproparasitoscópico en serie. 

4. Citología nasal y/o ocular. 

5. Pruebas cutáneas 

6. Radiografía de senos paranasales 

7. Determinación de IgE total y/o específica. 

Diagnóstico diferencial. 

La rinitis alérgica se debe diferenciar de otras entidades clíni 

cas como: rinitis vasomotora, rinitis no alérgica son síndrome de eo­

sinofilia {RNASE}, rinitis yatrogénica, rinitis estructural, rinosin~ 
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sitis neutrofÍlica y rinitis intrinseca. 

Tratamiento. 

Incluye un conjunto de recursos que pueden complementarse en­

tre sí: 

l. Alivio sintomático 

2. control ambiental 

3. Inmunoterapia 

4.2. ASMA BRONQUIAL EXTRINSECA 

Es una enfermedad de las vías respiratorias caracterizada por 

obstrucción del árbol traqueobronquial e inflamación. Fisiológica­

mente se manifiesta por estrechamiento generalizado del árbol bron­

quial y clínicamente por episodios paraxísticos de disnea, tos pro­

ductiva y sibilancias. 

Epidemiología. 

El asma está presente en un 2% de la población general y 2 de -

cada 3 casos tic11en su inicio en la primera d6cada de la vida. 

Patogenia. 

En la mayor parte de los individuos atópicos, se presentan alte 

raciones inmunológicas, fisiológicas, neurocndócrinas que provocan -

hiperrcactividad bronquial, debido a la respuesta excesiva beta-adr~ 

nérgica, colinérgica y alfa-adrenérgica (25). 
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Diagnóstico. 

l. Historia clínica y exploración física completa. 

2. Pruebas cutáneas. 

3. Daterminaci6n de IgE total y específica. 

4. BÚsquada de eosinófilos en expectoración. 

5. Biomctría hemática completa. 

6. Exámcn coproparasitoscópico ~n serie. 

7. Pruebas de funcionamiento pulmonar. 

8. Estudio radiológico de tórax y senos paranasales. 

9. Exudado nasal y/o faringeo. 

Diagnóstico diferencial. 

Tiene importancia fundamental diferencial entre asma y enfcrm~ 

dados respiratorias que cursen con obstrucción bronquial y que por 

su naturaleza etiológica, produce obstrucción de vías respiratorias 

y que no debe con broncodilatadorcs. 

Tratamiento. 

l. Profiláctico 

2. Control del medio ambiente 

3. Sintomático 

4. Inmunoterapia 

s. Rehabilitación 
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5. ESTANDARIZACION DE EXTRACTOS ALERGENICOS 

5.1. EXTRACTOS ALERGENICOS. 

Los extractos alcrgénicas son inmunoestimulantes parcnteralcs -

selectivos que reducen los síntomas alérgicos. Los alergenos utili­

zados en el diagnóstico y tratamiento (inmunoterapia), de las enfer­

medades alérgicas: deben ser antigénicos e innocuos en los pacientes 

sensibilizados {17). 

Los extractos alcrgénicos son soluciones acuosas o glicerinadas 

preparados de una amplia variedad de materia prima con actividad ale~ 

g6nica demostrada. se han caracterizado a las protctnas y glicoprotei 

nas como las responsables de dicha actividad {17). 

Conservadores. Estos inhiben el crecimiento bacteriano y fÚngi­

co en los extractos alcrgénicos, los más usados son el fenal, timero­

sal y glicerina {17). 

Adyuvantes. En el campo de la alergia el hidróxido de aluminio y 

la emulsión agua-aceite se han utilizado extensamente. Unicamcntc los 

antígenos adsorbidos en hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio -

han sido aprobados por la Administración de Drogas y Alimentos (FDA). 

Estabilidad. Los extractos alcrgénicos son muy sensibles y pue­

den perder su potencia (actividad biológica), por diversos factores -

como: pH, temperatura, presión, agitación, dilución, mezcla, conserv~ 

dores. Los estabilizadores utilizados son: glicerol y álbumina sérl 

ca humana (17), 
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5.2. ESTANDARIZACION. 

La aplicación de extractos alergénicos es un tratamiento que no 

obstante haber mostrado su eficacia, ha sido motivo de múltiples di~ 

cusiones principalmente por falta de calidad y potencia conocida 

(1, 16). 

Hace pocos años ha habido un progreso significativo en la caract~ 

rización de extractos alergénicos al igual que en su estandarización -

principalmente por los avances inmunoquímicos y tecnología fisicoquím! 

ca. Existen varios métodos de estandarización. 

5.2.l. Métodos cuantitativos. 

a) Unidad Noon. Fué introducida por Noon en 1911 y se define c2 

mo la cantidad de material alcrgénico extraido de un microgramo de po­

len seco (~), equivalente a 1,000.000 U/noon. Este sistema prc-­

senta claras limitaciones. En primer lugar es restrictivo al f.hleum. 

Existe variación en la concentración de alergeno que depende de la fe­

cha de recolección y procedimientos de extracción {33, 40). 

b) Relación peso/volumen. Ha sido una :n·~.a tradicional de valo­

ración definida por la expresión peso/volumen equivalente a una canti-­

dad de materia prima (en peso seco) en una cantidad fija de solución 

extractora suponiendo que un determinado peso de materia prima seca -­

siempre paseé la misma potencia alergénica; básicamente es una aplica­

ción de la forma anterior y presenta los mismos inconvenientes. 

Así Voorhorts y cols. demuestran que la alergenicidad del polvo domésti 

co está relacionado con el contenido de áceros que está en relación con 

la altitud, entre otros (33, 41, 60, 61). 



c} Unidades de nitrógeno proteico (PNU). Una vez conccida la 

naturaleza proteica o glicoproteica de los alergenos, Stull y cols. 

introducen en 1933 las unidades de nitrógeno proteico. Así establQ 

cen que io-5 mg de nitrógeno proteico precipitado con ácido fosfo-­

tungstinico equivalen a un f..ti!!. Este sistema representó un gran a­

vance sobre los anteriores y suponr que ! · vJloraci6n de las prote! 

nas de un extracto será reflejo de su potencial alergénico. Este -

sistema no correlaciona con la actividad biológica del extracto ---

(5, 6, 17, 37, 53). 

d) Inhibición del RAST. En el RAST directo se determina la -­

concentración de IgE específica contra el a1crgcno. En la primera -

etapa el alergcno covalentemente unido a la fase sólida (celulosa o 

papel filtro), reacciona con la IgE contenida en el suero de un i11d! 

viduo alérgico. El complejo alcrgcno anticuerpo es lavado para eli­

minar otras inmunoglobulinas y anticuerpos IgE no específicos. En 

la segunda etapa, el complejo reacciona con anticuerpos marcados ra­

dioactivamente y purificados por cromatografía de alta afinidad, di­

rigidos contra la IgE. Después de lavar para eliminar el exceso de 

anticuerpos marcados que no reaccionaron, se mide la radioactividad 

con un contador gama. La cantidad de ésta es relacionada con una -­

muestra de referencia para cuantificar el anticuerpo IgE del alcrgeno 

cuestión. 

En el año de 1974, Gleich y cols. ponen de manifiesto las discr~ 

pancias entre los sistemas de estandarización existentes, asignan una 

potencia alergénica a los extractos utilizados para el diagnóstico y 

tratamiento empleando para ello la inhibición del RAST que determina 
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que concentración de extracto alergénico inhibe el 50% de enlaces e~ 

tre la IgE y el antígeno en fase sólida en la primera etapa del RAST 

(4, 5, 20, 23, 24, 32, 33). 

En este estudio se utilizó una modificación del RAST {Phadezym 

RAST}. El alergcno de interés unido covalentementc a discos de papel 

reacciona con la IgE específica. Después de lavar el complejo éste -

reacciona con la anti-Ige conjugada con la enzima bcta-galactosidasa, 

después de un segundo lavado la enzima se activa por la adición de la 

~ustancia reductora glutatión y reacciona con el sustrato o-nitrofenil­

betagalactosido. La hidr~lisis enzimática se detiene por adición do -

carbonato de sodio para for~ar un producto final colorido que es dircE 

lamente proporcional a la concentración de IgE específica y se ~ide la 

absorvencia a 405 nm (10). 

e) Unidades biológicas. El RAST por sí solo no refleja directa­

mente la potencia alcrgénica por lo que se realiza en conjunto con pruQ 

bas biológicas in vivo e in vitro y así valorar la verdadera potencia 

de los estractos y expresar la misma en unidades biológicas las cuales 

son más rcproduciblos. 

Unidades de Punción de Histamina (ltEP). Fu6 propuesta por Ass en 

1978, se define como la concentración de estracto alergénico que prod~ 

ce la histamina en concentración de l mg/ml (1 l~EP}, por definici6n -

tcndrS una potencia de 1000 unidades biológicas (UD) {47). 

Para la estandarización de un extracto por este sistema se rcquiQ 

re entre 20 y 30 individuos que reunan las siguientes características: 



a) Historia clínica de enfermedad alérgica compatible con el ale~ 

geno a probar. 

b) Diámetro de la roncha a la histamina de 4 mm. o más. 

e) Ausencia de previa inmunoterapaia al alar9eno en cuestión o a! 

gún otro con actividad cruzada. 

d) Mayor de 15 años de edad~ 

e) No haberse administrado antihistamínicos u otros fármacos anti~ 

lérgicos previamente al ensayo. 

La prueba de punción se realiza por duplicado y a una distancia 

no menor de 2 cm. en la espalda o antebrazo del paciente utilizando 

de preferancia 5 diluciones del extracto alergénico. Como control­

positivo se emplea histamina 1 mg/ml y soluci6n de Evans da control 

negativo. La lectura de la roncha se realiza con la ecuación 

D+d/2. De este modo la dilución del extracto que corresponda a la -

obtenida con la histamina en términos de diámetro de roncha o áreas, 

representa las 1000 Ull (4, l l, Jó, 59). 

f) Liberaci6n de histamina (LH), La liberación de histamina de los 

leucocitos de un individuo alérgico es una prueba in vit~o para 

el diagnóstico de hipersensibilidad tipo I. Si se asume que la can­

tidad de histamina liberada correlaciona con la cantidad de alergeno 

al que se exponen los leucocitos, la cantidad de l1istamina liberada 

puede utilizarse para medir la actividad del extracto alcrgbnico~ 

La LH se lleva a cabo a 37°C durante 40 minutos. El contenido 
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du lliNLamJna LoLJl ne determina por lisis con ~cldo pcrclórico 

La cantidad de J1istamina se mide por t6cnicas fluorom&tricas. 

La actividad alergénica se extresa como la relación de prote! 

nas (ug/ml) necesarias para liberar el 50% de histamina en una CUE 

va de dosis-respuesta (17, 47, 50, 51). 

La histamina liberada por la actividad de los alergenos puede 

ser comparada con la capacidad de estos para inhibir el 50% del RAST 

( 3. 40). 

g) An6lisls enzimático. Muchos extractos alergénicos han mostrado 

en estudios recientes que contienen enzimas, la actividad cnzim! 

tica es potencialmente útil para medir la cantidad de enzima en 

un estracto crudo. Para un alergcno que contenga una enzima es 

posible desarrollar una prueba basada en la actividad enzimática. 

Sin embargo este método de estandarización no puede ser aplicado 

a la mayoría de los extractos alerg6nicos excepto a los venenos 

de himenópteros (17). 

s.2.2. Métodos cualitativos. 

Métodos de apoyo para la caracterización de extractos alergéni-

cos. 

a) lnmunodifusión radial (RID). En la técnica de Manccini el 

área de difusión formada por el antígeno precipitado por el anticuer 

po monoespecífico contenido en el gel, puede correlarcionarse con la 

cantidad de antígeno aplicado. La precisión, exactitud y sensibili­

dad son aceptables para el control de calidad de los estractos aler­

génicos. 
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La cuantificación puede realizarse relacionándolo a un esta~ 

dar o a un lote de reactivos estables. Se ha utilizado para el -

control de alergenos mayores de Ambrosia elatior (AgE, AgRa3), 

.!h.._eJ:eronyssinus (pl}, y el hg25 de Phelum pratense (17}. 

b) lnmunoelectroforesis. La podemos dividir en dos fases, en 

donde la fase 1 se produce una electroforesis del Ag en el agar de 

gel en la fase 2 se produce un corte transversal en el agar y es -

llenado con el Ac y dado que el Ag difunde radialmente en un punto 

y el Ac lo hace desde el corte en un plano frontal, se reunen en -

proporciones óptimas para la precipitación a lo largo de un arco. 

Nos es útil para la identificación de antígenos por su movili­

dad electroforética y nos proporciona una información semicuentita­

tiva respecto a la concentración de inmunoglobulinas. 

c) Contrainmunoelectroferesis. Es una electroforesis en gel 

de agarosa seguida de electroforesis perpendicular. Se realiza ba­

jo condiciones experimentales, donde los precipitados están formados 

por todos los antígenos contra los cuales se encuentran anticuerpos 

en concentraciones equivalentes en el gel. 

Las áreas delimitadas por los precipitados se correlacionan -

con la concentración de antlgenos individ11-· La precisión y exas 

titud son comparables a la RID excepto en sensibilidad, la cual es 

10 veces menor en esta Última. 
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No hay diferencias principales entre RlE y CIE excepto en la 

sensibilidad, la cual puede ser superada realizando el ClE en pro­

porciones diferentes entre antígeno y anticuerpo. 

Es importante saber que la utilización de estos métodos es para 

comparación cualitativa. 

Radiocontrainmunoclcctroforesis (CRIE). El CRIE identifica a-

lergenos en una mezcla, técnicamente se desarrolla después del CIE 

donde el suero de pacientes alérgicos se añade a precipitados nati­

vos y los antígenos unidos a inmunoglobulinas son identificados por 

adición de anti-IgE marcada con r 125 . Estos métodos pueden ser uti 

lizados cuantitativamente cuando la identidad de un alergeno es du­

dosa en el sistema CIE o cuando 6nicamentc hay pequuílas cantidades 

de precipitado teñido con colorante JZul de cromasil, pero el sist~ 

ma es utilizado preferentemente para la identificación de alcrgcnos 

similares en dos especies diferentes de un mismo g6nero sobre todo 

en aceros, pólenes y hongos (17). 
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6. OBJETIVOS 

GENERALES: 

a) Mejorar el control de calidad de los extractos alergénicos 

utilizados en el diagnóstico y tratamiento de enfermedades 

alérgicas. 

PARTICULARES: 

a) Estandarización química. 

i - determinación de nitrógeno proteico. 

b) Estandarización biológica. 

i - l..!L..Y!.Y.2= Punción Equivalente de Histarnina (HEP). 

ii - in vitro: inhibición del 50% de la prueba radioaler­

gosorbente (RAST). 

e) Determinar la correlación existente entre el nitrógeno -

proteico y las unidades biológicas. 
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7, HIPOTESIS 

Desde el punto de vista cuantitativo la t&cnica 

do PNU, Unidades HEP y la Inhibición del RAST tienen 

mayor precisión y exactitud para medir el potencial -

inmunogénico de los extractos utilizados en el diag-­

nóstico de alergia, que el método de peso/volumen de­

bido a que éste 6ltimo presenta variación et1 la con-­

centración de alergeno. 

Como los antígenos de los alergenos son principal 

mente de carácter proteico, debe de existir correla--­

ción entre las unidades de inhibición del RAST y el -­

PNU. 
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8,J, MATERIAL Y REACTIVOS 

Ha traces de KjeJdhal de 30 ml. 

Matraces Erlenmeyer de 125 ml. 

Matraces Kitasoto de 250 y 500 ml. 

Matraces aforados de 100, 500 y 1000 ml. 

Membranas de celulosa. 

Men1branas millipore de 0.45 y 0.22 micras. 

Durctas de 0.25 y 50 ml. 

Pipetas graduadas de l.Q y 10 ml. 

Pipetas volumétricas de 1.0, 5.0 y 10 ml. 

Probetas de 50, 100 y 500 ml. 

Picetas de 500 y 1000 ml. 

Pipetas pastcur 

Papel paraf ill 

Pinzas para soporte 

Soporte universal 

Filtros AP-25 y AP-15 

Vasos de precipitados de 100 y 200 ml. 

Agitador de vidrio 

Jeringas de 1.0, 3.0 y 10 ml. 

Jeringas de insulina o tuberculina 

Lancetas calibradas de 0.01 cm. 

Gradillas 

Tubos de ensaye de 13 x 100 
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Frascos ámbar de 100, 500 y 1000 ml. 

Cajas de Petri 

Espátula de acero 

EQUIPO 

Destilador Labconco 

Equipo de Kjeldhal 

Pipetas de 25 y 50 microlitros 

Balanza granataria 

Balanza analítica 

Potenciómetro Deckman 

Bomba de vacío 

Centrífuga clínica 

Rotor 

Espectrofotómetro 

Cronómetro 

Incubadora 

Equipo millipore 

Liofilizadora Labconoco 

REACTIVOS 

Sulfato de cobre 

Oxido de selenio 

Acido sulfúrico concentrado 

Acido fosfórico 

Acido bórico 

Acido clorhídrico 
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Acetona 

Rojo de metilo 

Verde de bromocresol 

Fcnolftalcína 

Etanol 

Cloruro de sodio 

Difosfato de sodio dodecahidratado 

Fosfato de potasio dibásico 

Cloruro de histamina 

Kit da Pharmacia para la detorminación de IgE específica. 

Alergenos do Biopol Laboratory 

Agua destilada 

Materil biológico. Suero humano 

6.2. PREPARACION DE EXTRACTOS ALERGENICOS 

La miltcria prima como Cynodon dac.tylon (capriola), Amaranthus 

palmeri o Fraxinua americana (fresno) es desengrasada de dos a tres 

veces con éter o acetona después del mncerado con la solución ex-­

tractantc, se pasa por filtros millipore, se mide el pH y se procc 

de a dializar contra solución de Evans ajustando el pH entre 6.BO 

1.zo. 

Esterilizar el extracto con equipo millipore y realizar las -

pruebas de esterilidad, sembrando 0.1 ml. en el medio caldo de soya 

tripticaseína y 0.1 ml. en tioglicolato. Se incuban los tubos a -

37°C durante 3, 7 y 15 días. 
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6.3. SELECCION DE PACIENTES (PRUEBAS CUTANEAS) 

Una vez especificadas las caracteríStic~s c!el paciente se proc~ 

de a: 

l. La cara externa del antebrazo del paciente se desinfecta con al­

cohol. 

2. Con una jeringa de insulina o tuberculina se administra el alerg2 

no a una distancia no menor de 2 cm. una de la otra (se utiliza -

una jeringa cstóril para cada alergeno}. 

3. Admi11istrar l1istamina corno control positivo. 

4. Administrar soluci6n do Evans como control negativo. 

5. Los volúmenes y concentraciones que se aplican son los siguientes: 

VOLUMEN CONCENTRACION 

Dermatophagoides farinac 0.1 ml. 1:10,000 

Derrnatophagoides pteronyssinus O.\ ml. 1:10,000 

Amaranthus palmeri 0.1 ml. 1:1000 

Cynodon dactylon 0.1 ml. 1:1000 

Fraxinus americana 0.1 ml. 1:1000 

Histamina 0.1 ml. 1:1000 

Eva ns 0.1 ml. 

6. Dcspu~s de 15 minutos se realiza la lectura en rolaci6n a los 

testigos con el siguiente criterio: 
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Edema .........•.....•....•.••......•..••..•..... Una cruz ( +) 

Edema y eritema .............•.......•.•..•.....• Dos cruces ( ++} 

Edema pronunciado con pseudópodos 

ligeros y eritema mayor de l cm ....•......•....• Tres crl1ces (+++} 

Edema exagerado con pseud6podos 

y eritema pudiendo ocupar otras áreas ........... cuatro cruces(++++} 

La pápula desaparece o no incrementa su 

tamaílo en relaci6n al control ..•....•......•.... Negativa (-) 

Eritema menor de 0.5 cm. o ligera área de 

cnrojecimie11to, recomendable repetir ...•........•........ (-+} 

B.4. PUNCION EQUIVALENTE DE llISTAHINA (llEP) 

l. Una vez seleccionados los pacientes que presentaron sensibilidad 

de 3 o más cruces al alcrgeno a estandarizar, se desinfecta con 

a1c6!1ol la espalda o la cara anterior de los brazos. 

2. Para identificar la zona donde se adminisLrará cada diluci6n se 

marca con un bolígrafo, al igual que para la diluci611 de histami­

na. 

J. Las diluciones de los alcrge11os y de la l1istamina se administrarán 

en ambos brazos pero en sentido inverso (mismas dil.). 

4. Se coloca una gota de cada dilución del extracto y de la dilución 

de histamina mediante un capilar sin anticuagulante. 

5. Se l1acc una punci6n de manera r5pida y precisa, utilizando una lail 

ceta calibrada para cada dilución. 
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6. Después de 15 minutos de la punción, se delimita el área de -

la roncha producida, con un bolígrafo. 

7. Se toma una muestra de sangre para obtener el suero que se lig 

filiza para utillzarse en la prueba de inl1ibición del RAST. 

e. Se calcula el 5rca de la roncha producida tanto para las dily 

clones del extracto como el de la l1istamina. 

9. Se procede a graficar el área contra las diluciones, para obte­

ner las unidades llEP. 

6.5, INH!DIC!ON DEL HAST 

l. En nueve tubos de e11saye colocar un disco con el antígeno apr2 

piado y numerarlos como diluciones 1/10, 1/50, 1/100, 1/500, -

1/1000, 1/5000, 1/10,000, 1/100,000 y 1/1,000,000. 

2. En otro tubo colocar un disco y marcarlo como suero medio. 

3. Colocar en un tubo de ensaye un disco y marcarlo como mezcla de 

sueros. 

4. A los tubos del inciso 1 agregarles 25 microlitros de la mezcla 

de sueros. 

5. Al tubo de suero medio agregar 25 microlitros de la mezcla de -

sueros en cuestión y 25 microlitros de solución isotónica. 

6. Al tubo de inciso 3 adicionar~- 50 m1crclitros de la mezcla de 

sueros. 
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7. A los tubos del paso 1 agregarles 25 microlitros de las dil~ 

ciones correspondientes del antígeno. 

s. Cubrir los tubos con papel parafill, incubarlos a temperatura 

ambiente por 3 11oras. 

9. Lavar 3 veces cada una con 2 ml. de soluci6n de lavado y secar 

perfectamente. 

10. Añadir 25 microlitros del conjugado enzima-anti IgE a cada tubo. 

11. Cubrir e incubar los tubos a temperatura ambiente por 16-20 hrs. 

12. Lavar 3 veces con 2 ml. de soluci6n de lavado y secar perfecta­

mente después del Último lavado. 

13. Afiadir 200 microlitros del sustrato a cada tubo y a un tubo va­

cío como blanco. 

14. Cubrir con papel parafill e incubar exactamente 2 horas a 37°C. 

15. Agregar a cada tubo incluyendo al blanco l ml. de soluci6n frcn~ 

dora en el mismo orden y velocidad en el que se adiciona el sus­

trato mezclando perfectamente. 

16. Medir la absorboncia a 405 nm. 

17. Realizar los cálculos necesarios. 
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8.6. DETERMINACION DE NITROGENO PROTEICO 

1. Tomar de 0.2 a 0.4 ml. de la muestra del extracto alergénico -

y se coloca en un matraz de Kjeldhal y se le añade de 1 a 2 ml. 

de mezcla digestora, correr al mismo tiempo un blanco de sacar2 

sa. 

2. Llevar a digestión hasta que la muestra presente un aspecto el~ 

ro. 

3. Si el inciso anterior no se cumple, detener la digestión, enfriar 

el sistema y adicionar de S a 10 ml. de agua destilada lavando -

las paredes del matraz y se continúa la digestión. 

4. Si la muestra presenta el aspecto claro, deterior la digesti6n, -

eníriar y agregar de 1 a 2 ml. de agua destilada. 

5. Proceder a la destilación. 

6. Vaciar la muestra por la copa del destilador y dejarla fluir ha­

cia el matraz, enjuagar con 1-2 ml. de agua destilada. 

7. En la copa del destilador se coloc~n 5 ml. aproximadamente, de 

hidr6xido de sodio al 60%. 

6. Se calienta el sistema y se añade lenta pero continuamente el -­

hidróxido de sodio. 

9. El destilado se recibe en un matraz Erlenmcyer que contenga apr~ 

ximadamcntc 40 ml. de solución de 6cido b6rico. 
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10. Se suspende la destilaci6n cuando se tenga un volumen de apro-

ximadamente de 80 rol., en este paso la soluci6n de ácido bórico 

vira do color. 

11. Titular con ácido clorhídrico 0.01 N. 

12. Calcular el porciento de nitrógeno proteico con la siguiente -

fórmula: 

% N = (B-P) N 0.014 lOO 
m 

Donde: 

% N: porcentaje de nitrógeno proteico. 

B: ml. de ácido clorl1ídrico gastados en la titulaci6n del blanco. 

P: ml. de ác. clorhídrico consumidr~ en la titulación del problo-

ma. 

N: Normalidad del ác. clorhídrico. 

0.014: miliequiva1cntes del nitrógeno. 

m: peso de la muestra. 
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8,7, PRUEBA ESTADISTICA 

Distribución "t'' 

La distribución fu6 estudiada por Willian Sealy Gossot en 1908 

y perfoccionada por R. A. Fis}ier en 1924. 

Esta distribución es muy útil para el estudio de muestras pequ~ 

fias, es decir, cuando n es menor de 60. Cua11do la muestra es muy -

grande de 120 o mSs observaciones, la distrib~c16n »t•• es práctica­

mente normal e igual a la distrib~ción ''Z''. 

Las características de la distribución 11 t'' son: 

a) La curva es simétrica, de forma muy similar a la curva normal, 

especialmente si n (tamaño de la muestra) es grande. 

b) La media es cero. 

e) La forma de curva y el valor de "t" cstSn relacionados con el 

valor den y con los grados de libertad (61, 62). 

Correlación y regresión lineal simple. 

La correlación simple estudia la variación simultánea de dos va­

riables, indica aquellos casos en que los cambios de una variable van 

asociados con cambios de otra variable, existiendo una relación concr~ 

ta entr~ dichas variables· 
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Coeficiente de correlación. Es un valor que indica el grado 

de asociación entre dos variables. Varios casos son posibles: 

a) El valor del coeficiente de correlación es cero o estima 

a cero. Las variables son independientes, no hay correla­

ci6n. 

b) El valor del coeficiente es +l ó -1. lt~y correlación posi­

tiva o negativa y perfecta, respectivamente. 

c) Valores de cero a Tl y de cero a -1 sugieren cierto grado 

de asociación. Si la muestra rué tomada al azar de una P2 

blación serfi necesario plantear y probar la hipótesis de -

que dicha muestra fué tomada de una población cuyas varia­

bles o caracteres están correlacionados (61, 62). 
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En la tabla 1 se rmestran los valores de las i::ooc:has (nm2) producidas por 

la histamlna 1t 1000 y las dilucic:nes del extracto alerg&ico utilizado,­

en el antebrazo de los JO pacientes sensibles al hacer la gráfica de.­

las :\reas nedidas de las raichAs cxmtra el logaril:JID de las diluc:imes­

utilizadas se obtiene la curva correspondiente a la Punc:illn El'.¡Uivalente­

de llistamina (llEP). En la grlifica 1 se observa que la :!rea nedida da la­

rc:nc:ha producida por la histamina 111000 fue d! 24.42 nm2, int:erpolando­

en la curva corrospcndiente al llEP ¡ tommcb el antilogaribto se obtuvo­

la dilucioo 11301,49 de extracto aler<Púo:> am equivale a 1 HEP --­

(Grnfica 1) 

la diluci6n qw inh1bi6< el 50% d!l llAST fue d! 11239. Esta diluci6n se­

obtU\IO oonsid!rancb la lectura de aboomanc:ia de la liltima diluci6n CD1TO 

el 100\. La dilucilln 11239 tanhil!n equivale a 1 HEP (Grilfica 2 ) • 

El oontenicb d! nit%6geno prot:eio:> fue de 1.2\ • 
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10 Jf.llb' 11.ll 9.00 g O!J l.15 
11 ll.li lo.56 fJ.05 11. ?} J.l'í] 
ll 9.W fl.05 IS.05 ll.'5 /O.lb' 
ll ,1tJ.l5 lll.00 Sl.OU Jl.,"5 15.0tl !l.t'!) l.ll 
N lO.ll 15.lC ll.ll 51.00 Jl.05 li.00 ll.55 ll.05 ll.J6 6. l~ 
ll lb'./.'O lll 00 .i9.00 51. 00 11'.?5 4.00 ¡"1.l5 
16 .'11 . .'5 lM.00 Jf.05 18.05 10.!fi 6.l!i 1 0,1 
ll jj /!ti ltJ.H /.J.!16 11.00 9.01/ b' ¡; 
¡9 4.' .'} _qll. l~ fJ /16 15.00 10.l! 9.00 l.00 
19 55!5 159.UO 118./l 68.05 49.W .11.'.id 16 JU 
¡q .'l 16 .'i.00 11.lJ lllJ 9.CO l. -~6 U5 
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TABLA 

J:ennatophaQOides pteronyssinll3 

Pmcifu equivalente de lústamina 

Dilucifu del extracto 

X !Dq. X y l\rea (1!1!12) 
Ye 

1:10 1.0 78.25 73.209 
1:50 1.69 48.51 50.466 
1:100 2.0 32.23 40.248 
11500 2.69 19.12 17.506 
111000 3.0 10.61 7.288 

r 0.98U m 32.96 ·' 106.169 

Inhibici6n de la pn:eba radioalergosorbcnte 

Dilucloo del extracto l\bsctbancia ( 405 mn) 

X 

1110 
1150 
11100 
1:500 
1:1000 
1:5000 
1:10,000 

Ioq. X 

0.69 
1,69 
2.0 
2.69 
3,0 
3,69 
4.0 

r 0.9815 m 0.064 

0.021 
0.049 
0.068 
0,110 
0.150 
0,185 
0,232 

b 0.046 

Ye 

0.011 
0.062 
0.082 
0.126 
0.146 
0.190 
0.210 

J:ete:rminacifu de ni tr6gcno protciro 

ml de extracto ml de HCl O. 01136 N 

1.5 
2.9 
1.0 
1.5 

'lUl'AL 6.9 

1.1 
1.3 
1.3 
1.0 
4. 7 

i de Ni tJ:6gmo proteiro l. 2 

lbnde: 

X Dilu::i6n del extracto alergl!niro 
Ye Valores rorreqioos por reqreéi6n lineal 
r Cheficiente de oorrelacifu lineal 
m Pendiente de la linea recta 
b Ordenada al orlg>n 
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GRAFICA 1 
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GRAFICA 2 
INHIBICION DE LA PRUEBA RADIOALEROOSOASENTE j 
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La gráfica 3 oorrespondiente a la curva de I!EP, obtenida al graficar las­

ll'Cdidas de las :lrcas de las tmchas contra el logaritno de la diluci6n. La­

:lrca ll'Cdia de la tmc:ha producida por la lústamina 1:1000 fw de 30.16 nm2 

obtenicncbsc la diluci6n de extracto alerg6nia> oo 1:229.08 a>rrespondien­

te a 1 I!EP. 

El 50% de inhibici6n <El RA.ST se obt\l\O cxin la diluc:1dn 1:63.09 

<l:lntenido de ni~ proteia>: 0.85% • 
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TAO/AJ 

{l{N/"JllH'HACOIOES fAN/NH 

PllfCIC.V EOIJIYAI ENTE DE H/S/Ad/.fA 

- ÁNW OE LAS GOKCHAS Ml -

NMENO Hmm•; Dlt UCUK o ( l Ef/NACTO AllNGfN!CD 

/:IODO /:ID 1:50 1:100 "500 1:1000 1:50011 1-JO/J'I l:IOW l:IOU5 

1 19.05 /01. 55 _Q,' 15 IJ.ff ?0.?5 14.91 
l ll.15 61.55 l.'.l6 15.81 l/.Jí S.lf 
1 Jl.J5 !lO.lt !1.1. ,'5 5/ M !.í5 
1 5D.59 l/J.05 51.91 11.81 11.91 JI. 15 ?.él 
5 S.JJ 110.0? 11.00 iUl 5.15 1.15 100 
5 15.91 J4Llli 5.85 5.b'5 J.19 0.15 
l 11./16 115 05 81.t'i! JJCS 6.í5 l.00 U! 
8 15.00 18.51 6f..Ob. 58.t76 J0.15 15.ll lfiQJ 9.J! 9.Jl 5.l.I 
9 f9./Jr'i 19 i'6 ll. lJ 11.}5 J.05 

JO 11.05 15.C:J /.:.IP .9.l'J :.r.o 1.00 
11 J/, '~ 116.110 l[ii.CJ 51'. 5b JO.l! 19.09 
/? j,1.!5 55. 91 J~J !!:1 :1.1.q 18.11.! 15.00 
11 lb".t'9 14 06 ,\ /J 5.61 l.61 
JI .~5 .• '! 11.11 J!).:Jd jJ,ll 9.00 4.CO 
15 J/15 l?l.00 J9.0!l 41.Sl ?/.JI 19.09 
15 15.00 l8.8J /J. /O 5.15 
JI J0.15 ll0.05 10.05 51.9J Jl.58 
18 JJ.05 95.05 18.5/ IJ.81 18.00 /1.05 ll.15 
19 JO.lí 50.69 4l.l5 15.S5 9.00 8.ll UD 
10 lS.81 1?9.00 51.11 Jl.05 /J.05 
ll 11.10 50.05 18 os 15.00 5.60 
ll Jl.50 Jl.15 19.11 11.19 9.00 5.69 
lJ 19./lO sr H !005 JI. 59 9.15 9.IJ 
ll ll.55 l9.SJ /J.W !0.55 fi . .'5 1.00 4./J{} 
75 i9.05 ll.5< /4C5 IJ.11 l.'.15 ll?5 
15 40.50 51.00 11.19 J9.0e 19.09 19.09 15.00 ll.lJ ll.15 9.00 
l1 10.51 101.50 16.56 16.56 19.BJ ?8.SJ 
.?tl lfi.15 18.05 l/.}5 9.00 1.00 1.00 
19 JI. IJ 19.09 14.91 ll.05 10.!9 10.55 
JO 18.05 !l.15 51.00 4!.55 ll.15 10.!5 

l JO. 16 lUI IJ.UJ JI.JU 14.19 //. 18 8.!J 

-----------· 
,fo¡; : tos ESPACIOS /V.WOOS • ----- • l/IO!CAN OUE 'º HAT NESPUFSTA 

57 



TJ\llLI\ 

ruramatophagc>ides f llI"in1lQ 

Flncl.6n E qui valen te de Mistarnina 

Dilucl.6n del extracto 

X 

1:10 
1:50 
1:100 
11500 
111000 

r 0.9384 

I.og. X 

1.0 
1.69 
2.0 
2.69 
3.0 

m 24.47 

Inlúbici6n de la prueba radioalcr'!Psorlxmte 

Diluci6n cb l extracto 

X 

1:5 
1:10 
1:50 
l: lOO 
1:500 
111000 
1:5000 
1: 10,000 

IDg. X 

0.69 
1.0 
1.69 
2.0 
2.69 
3.0 
3.69 
4.0 

r 0.9856 

D>terndnaci6n de nit.r69eno proteico. 

ml oo extracto 

2.0 
2.0 
2.0 

'!Url\L 6.0 

i oo nitrdgeno proteico o. 85 

D::moo: 

m 0.0311 

y l\rea (mn2) 
Ye 

74.47 63.40 
43.037 46.51 
31.30 38.92 
14.39 22.03 
11.18 14.45 

b 07.88 

/'b90rhancia (405 run) 

y Ye 

0.042 0.033 
0.044 0.043 
0.060 0.064 
0.069 0.074 
0.094 0.095 
0.098 0.105 
0.126 0.126 
0.147 0.136 

b 0.0119 

ml de HCl O. 01136 N 

1.0 
0.9 

º· 8 2. 7 

X Dlluci6n ool cxtrac"..o alcrrf.nieo 
Ye Val.ores corregidos por regrcsi6n lineal 
r O>eficicnte cb corrclacit'.in lineal 
m Pendiente de la l!nca recta 
b Ordenada ;,.i origen 

58 



GRAFICA 3 
PUNCION EQUIVALENTE DE HISTAMINA 

Arna on mm2 
eo.--~~~~~~~~~~~~~~~----. 

60 

40 

20 ........................................ . 

2 3 

Logaritmo de la dilucion 
-- Sarlae A 

DERMATOPHAOOIDES FARI HAE 
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GRAFICA 4 
INHllllCION DE Lo\ PRUEl!o\ AADIOALERQOBORllENTE 1 

Abnorbarc.Ja 406 nm 0.15.----------------------.., 

o.oo~-~----~~----~-----~-~ 
2 

Logaritmo de la diluclon 
- Senos A 

DEHM:..TOPH:.OOIOES FA.R!Nl..E 
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9'1100?" doctylon. 

La diluci6n obtenida cx:n la Srea rcdi> oo la roncha producido por la histamina 

1:1000 (27.64 mn2) en la c:w:va de llEP fm de 1:13.18 (1 HEP) que equivale en la 

pI'\Eba del 50\ de i.nhibiclfu del Rl\ST a la diluci6n 1:239. 80 de extracto ale~ 

nioo (Grllicas 5 y 6 ) 

El porcentaje de nitrogeno proteico fue de o. 533 
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TABll J 

Cmit11'K CAC1ru•11 

mracY FMW /K/[ N H/11'.,M 

- ÜtAJ OE OS Pflt'(HH ~!fl -

liMFll/J llts/,l!f/t',f o l l 11 ( l d ,f o El 1 r r 11' ero Al { R ¡,• f 4· ( ( 1J 

1:1000 1:10 1:!9 1:/00 1:5/J¡} UO;Ju l.J01!0 1.10/JJ llOW l:/OEJ5 

I JO.l5 60.06 45.55 JJ.¡'5 JtJ.?5 15L'O 
1 18.00 1.56 4.UO J.llS HS 
J 50.05 15.00 11.CO 19,i}tj 10.!5 5.06 t.OI} 

1 9/llJ J.05 4.CV l.?5 /.00 
5 10.!J 15.M 5.?5 u;· 
5 !l.05 l0.i5 4.09 l.l5 !.OU 
1 15.00 :'0.15 ll.'S 9.00 5.15 
8 15.CJ !l. 55 10. 55 6?5 JC5 l 05 J{J¿} 1.0!1 
g /0.?5 91/0 1.r:J Jf,5 1.00 

10 JJ.l'b" l!; ~5 /iJ./IS J!J.l':J· J0.15 /US 
// ,,. C5 9 00 6 .'i 5 Có 
l.' ]ji'( l~b· . .15 11.lJ f¡Ji}:J ll.CO //,cu 
ti J.!..'J ~6. /~ 4~. 5b' il1 í'5 10.ll :lt/:J 
u Ji.L'il 15.fJ{l t:.15 uo 
/5 l9 IJ /t).~li _tJ ¡~ 9.t:IJ 1/ . .'J IJ. ?5 
lb Jif{J¡] J.90b" .'S.S_Q ¡g !J 11.11 5.S.< 
// Jlill IY.OIJ H.00 jf} l'!l /g_¡/tJ //]/}¡} 

/$ JJ.~0 J9.l'J fO.ltJ JS. /ll ,:5.11 /J.00 
19 li.'19 /U.JS S.Jl 5 .• '0 J. IJ 111 
.{7 J0.15 611.0.i 41.ll J0.9! ll.J8 "·º·' 

ll.b"I .ll.J9 /l.b) 11.15 /J.ll 9.81 

---------
NJTA : LOS Uf'ACIOS ,•.JIJCAOOS ' ----- ' INPIOX OU( A'{) HAr RESPVESU 
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CynocloJ1 dactylon 

Punei6n .Equivalen te de Histamina 

Dilucilln ele extracto 

X !Dg. X 

1:10 1.0 
11SO l.G9 
1:100 2.0 
l:SOO 2.69 
111000 3.0 

r 0.9e9 m 9.20 

Inhibici6n oo la pneba radioalerg;:>sorbcnte 

ouuctoo wl oxtracb:l 

X !Dg. X 

l:S o.G9 
1:10 1.00 
11SO 1.69 
11100 2.00 
11SOO 2.G9 
111000 3.oo 
11SOOO 3.69 
1110,000 4.00 

r 0.9670 

tl?terminaci6n de mtr:og:>ro protciOJ 
ml wl extracto 

o.e 
n. e 
o.e 
o.e 

'IUl'AL 3.2 

m 0.020 

%w NitI6geno protcioo o.533 

D:>nw: 

y Area hmi2) 
Ye 

37 .339 2e.S96 
29.632 22.24e 
17.36e 19.39S 
13.420 13.047 
9.07 10.19S 

b 37. 79 

y 

0.00~· 

J.o: 
0.012 
0.013 
0.039 
0.047 
o.ose 
o.ose 

Area (m2) 

-1.JexlO 
o.oo4e 
o.0180 
o.024e 
o.o3B6 
0.044 
o.ase 
0.064 

b -o.01s 

ml oo HCl o.ollJGN 
4.2 
4.1 
4.2 
4.3 

lG.B 

X diluci6n del extracto alcrq!!nioo 
Ye valores oorregicbs por regresilln lineal 
r ooeficiente w oorrelaci& lineal 
m pendiente de la l!nea recta 
b onlenada al oriqm 
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GRAFICA 5 
PUNCION EQUIVALENTE DE HISTAMINA 

Arna en mm2 
35...--~~~~~-,--~~~~~~~~~--, 

sor 

º6t¡········:-~ 
20 ¡ ~ 
16 • ' ........ ~ 

10 ~-. . ~ 
ó 

2 3 

Logaritmo de la dilucion 
- Serim¡¡A 

Ol'NOOON Dl-OTYLON 
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GRAFICA 6 
INHllllCION DE LA PRUEBA AADIOALEROOSOl\BENTE 1 

Abaorbarola 406 nm 
o.oa ~-------------------~ 

006 •. • .. '. .. •• • .. : .. :. : .. • ... ·.:. '..'. • .. • : .. • .. : :.· .. :.:.:.: .. : .. : .. :.: .. : .. :.:.: ••• ~ ........... . 

0.02 ··········!········· .. ·············· ...................................................... . 

2 0 

Logaritmo de la dllucion 
- Sarlee A 

O!'NODON DAOTYLON 
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~ rurericana, 

la ma ele la rond1a producida por la hlstanúna f1.e da 28,l2nm~ 

obt:cni&lclooo la diluci6n 1:31,6 equivalente al l!E:P (grlifica 7), El 501 

da inhibici6n dal R!\ST sa obturo ccn la diluci6n da axtracto alarg!\rúro 

1:9,54 (gr~fica B). 

El rontcniclo da nib:6g:mo protairo fue da o. 339 
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!ARIA 1 

IRAI/N!JS AMERICANA 

P~VC/CN f()IJ/YA//N/E 01 H/S!AnlKA 

- ARCAS DE l AS RONCHAS 11117 -

KC~ERD HISTWKA OILUCICK o { l IITRACIO ALERGIKICO 

1:1000 "'º 1:50 /:100 1:5M 1:1000 1.5000 /:IOW /: /OEll 1:101!5 

1 10. ºº 10.75 IS.OS ll.05 ll . .'5 J.00 9.00 
2 l5.CO 5.75 l..'.? 6.15 1.01 1.00 
1 J0.51 11.05 U5 5.0S 
4 /4.06 9. ºº 1.55 5.l'. uo 
5 5.15 5.15 4.110 1.l5 
6 10.55 91.05 15.55 l.'.15 HO 5.05 1.00 1.00 l.00 /.00 
I 15.00 ll./J JJ.05 ll. co Nll 1.00 
B J0.55 11.05 ll.15 9.00 1.15 5.05 
g ?0.15 9 00 U'O l.00 ll5 

10 15.00 14.05 !.55 5. ll 4 Oc! 1.00 
11 :'l.55 10.55 9.W 1.00 
ll ll. 56 159.00 139.05 /JU! 90.15 81.00 51.15 1??5 15.00 15.00 
/j 15.00 110.l/J 51.lb' 15.00 ll.l5 
14 45.56 2Z.!i6 15.01 S.15 uo 
/l 4.1. ,~5 ll.19 IS.05 10.56 6.89 
16 ll.15 15. /I ll.40 8.10 5.15 J.80 
11 15.00 15.00 5.90 6.10 5.50 l.UO 
18 l0.00 11.00 9.00 1.80 5.10 5.00 
19 15.00 9.15 5.15 5.89 U9 uo 
70 Jl.00 91.50 Sl.50 10.00 ll.00 15.00 

¡ 18. ll Jl.28 N.10 19.91 14.ll /l.10 

------
.fOfA : LOS ESPACIOS /URCAOOS '-.. -. 'IKDICAK OUF f[ : .. •" .'ESPUESIA 



TABL/\ 

~~-
PuncMn Equivalen te oo !Us t:amina. 

DilueMn del extracto Iog. X y 

1:10 
1:50 
1:100 
11500 
1:1000 

r o. 984 

1.0 
1.69 
2.00 
2.69 
3.oo 

Ye 
35.288 33.56 
24. 702 25.66 
19.946 22.11 
14.222 14.22 
12.101 10.67 

m 11.44 b 45 

Inhib1c16n w la prmba radioalerg::irorbente 

Diluci6n ml extracto Iog. X 1\bsorbancia (405 nm) 
Ye 

115 o.69 
1:10 1.0 
1:50 1.69 
1:100 2.0 
11500 2.69 
1:1000 3,0 
1:5000 3,69 
1110,000 4.0 

r 0.0975 m 0.032 

Dcterminaci6n m nitrogcno proteico. 

m1 del extracto 

0.2 
0.4 
o.a 
o.a 

'I01'J\L 2. 2 

\ de nitrogcno proteico o. 339 

D::inoo1 

y 

0.095 
0.106 
0.111 
0.123 
0.169 
0.158 
0.195 
0.196 

0.089 
0.100 
0.122 
0.132 
0.155 
0.165 
0.187 
0.198 

b 0.067 

ml oo HCl o.ou36 11 

o. 80 
1.10 
3.10 
2. 70 
7. 70 

X diluci6n del extracto alergl!nico 
Ye valores corregidos por regresMn lineal 
r CJeficicnte de correlaci6n lineal 
m pendiente w la linea recta 
b oróonada al orig:m 
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GRAFICA 7 
PUNCION EQUIVALENTE DE HISTAMINA 

Arod en mm2 
;o~~~~~~~~~~~~~~~~~-, 

30 

20 

10 ............................. . 

2 3 

Logaritmo de la dilucion 
-- Series A 

FRAXIUUS Ar~IEPIOANA 
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GRAFICA 8 
INHIBICION DE LA PRUE'" RADIOALERQOSORBENTE 1 

~bmYbarola 405 nm 
0.25~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

o.os 

2 s 
Logaritmo de la dilucion 

- Soriou A 

FRAXIMUS AMERIOANA 

70 



~~· 
Ia diluci6n del extracto alerg&ia> equivalente a 1 llEP foo de 1:181 

y se obtuvo al interpolar y tomar e.' ontilogari 010 de la ~a tredia de -

histamina(29.00 mn2¡,apreciabla en la grafica 9. 

Ia diluci6n que inhibi6 el SO\ del RPSl' fm de 1:97. 7 (grll.fica 10). 

Para este alergeno el a>ntenid:> de nitr6geno proteia> fue de : 0.27% 
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IAO/A 9 

A!UIWHHUS PAtllf!I/ 

f~IC/ON ElifJ/YAlfKIE OE H/S/A,Tf,U 

- ARFAS /JE t AS NDKCNH .'l."/ -

.~t!'ffllO Ht!J'Wf!l/4 011 UC/ON o r t flfNAC!O J/ fGC(N!CO 

/·100!1 /:/O /.'JO 1.100 H/IO l:ftlO/I I ;¡J!Jú l.//}[11 uom 1:1006 

I 1n.; N l¡~· 111 ~ti S.91 1170 l..'J 
l l.56 14. 4/ .9.00 5.l.\ l /~ 10.00 
1 lBM 15 DO 811 l.06 l.6? 
J lUI /J. !O l.51 1.55 
¡ 10.00 i0.,'5 Jl.!S 10.li 11.Un g /J J.OrJ 
6 Jl.00 1909 J.19 8 ,'! 
l 10.W 50.05 50.00 U.Z5 15.JI 11/0 
s //.fo' Ji.5S ?:'SI //.Jí b.l~ 
g JI.ti/! In.O!! 10 \6 1.5;· b'.lti 

flJ H.!!t' :o.:i 1: SS l.15 
11 11.LV /1~. ,'5 8.11 s.,J 5.11.1 J.fJll 
ll l:lUO 10.15 900 8. lJ J 51 
IJ 18.00 15.55 }/.IS l!.!5 g 1)/) UJ 

" JI.DO lJll 11 no 9.01.? 5.51 
15 19.CIJ ll.U 5.85 5.51 
16 JS.JO J0.50 l.'.00 lí.00 8.50 J.JO 
11 ll.50 15.SO 5.00 IDO J.50 J.00 
IS .il.JO 16.50 15.60 ll.10 8.10 1.00 
19 /S.[l¡J lll10 ~·.so ti.lo '··'º J.00 
,'!} /d.~{! lDdO /~.~º /l.$9 s.so l.o.? ---·-
r .'!J.{]ll i/.65 l~.69 11 IO 6.1$ J.51 

-... --- ·---------. --- --------------··- ----- ---- ----------------
,f(J" ; IOS lSl'AC/OS IWICA/llJS • ----- • JNOICAf '1Ul JO HAr K!SPUIS!A 
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T/IBU\ 10 

Amaranthus~ 

Punci6n B:¡uivalentc de Jlistrunina. 

Diluc:i.6n del extracta 
X 

1:10 
1:50 
1:100 
1:500 
1: 1000 

r 0.992 

ID<¡. X 

1.0 
1.69 
2.0 
2.69 
3.0 

b 31.294 

Inhibic16n de la prwba radioalen;pso:r:bente. 

Diluc16n del extracto 
X 

i:5 
1110 
1:50 
11100 
1:500 
111000 
115000 
1:10,000 

r 0.982 

IDg.X 
o.69 
1.0 
1.69 
2.0 
2.69 
3.0 
J.69 
4.0 

b 0.0083 

y 

22.66 
15.69 
11.146 
6.98 
3.63 

rn 9.289 

Ab9orbancia 
y 

0.003 
0.007 
0.009 
0.012 
0.016 
0.020 
O.OJO 
0.032 

Ar:ea(nm2) 
Ye 

22.0 
15.59 
12. 71 
6. 30 
3.42 

Ye 
0.0038 
0.0056 
0.0098 
0.0117 
0.0159 
o.011e 
0.0220 
0.0230 

rn o.006 

tetcrrninac16n de nit:J:6~ proteico. 

ml del extracto 
o.a 

ml de HCl 0.01136 N 
3.3 

o.e 2.0 
o.e 2.2 
o.e 2.2 
o.e 1.9 

TOTl\L 4.0 11.6 

\ de n1tz6<leno proteio::i 0.27 

o::nee1 
X diluci6n del extracto ale~co 
Ye valores corregi°'9 por rec;¡msi6n lircal 
r coeficiente de correlac16n lineal 
m nendiante de. la recta 
b oi:clenada al origen 



GRAFICA 9 
PUNCION EQUIVALENTE DE HISTAMINA 

Ar"'a ro fT'm2 
2s~~ ... -.~~~~~~~~~~~~~~~ 

: ...... 
20 .. ··, . 

16 •'·!··' 

10 . 

6 ·················~ 

Logaritmo de la dilucion 
- Sorioe A 

AMAPArlTHUS 'llLMEPI 

7A 



GRAFICA 10 
11-.HIBICIClll DE LA PRUEBA RADIOALERQOSORBENTE f 

."1Jsarbamla 406 nm 
o.oso-----------------------~ 

0.020 ...... 

0.015 

0.010 

0.005 

o.ooo'---'-------"------'------"---' 
2 3 

Logari trno de la dilucion 
-- 8eriei;s A 

AMARANTHUS 'l\LMERI 
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TABLA 11 

1 l!EP (dilucl&l) Cl>r1 tenido d:! Inhibici6n del 

Nitr6gcno proteico RllST ( dilucl&l) 

\ ) 

X y 

~· Ptertrl:i!!sinus 1: 301.99 1.20 1:239,00 

~-.f~ 1:229.08 o.es 1:63.090 

cyncxlon dactylon 1: 13.180 o.so 1:239.SS 

~~ 1:31.600 0.33 1:9.S400 

~~t:h'"!!~É 1: 20. ººº 0.27 1:97. 70 
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O>tcnnlnaci6n de la corrolaci(n entre las variables X y Y de la 

tabla 11. 

x o.63 

s,¡: o. 3904 

lCic::. 489. 7437 

y .. 129. 7820 

s - 104. 7047 
y 

Entonais el coeficiente oo corrolaci(n es 

r !:lCi-nXY 

(n-J.) sx sy 

El coaficicntc de ootcrminaci(n ess 

r2oo.244s 

Pruilia de hip5tcsis oo linealidad o::in 

g.1:4 

80.9304 

163.652 

•-...'.. :::0.05 

º· 8565 

º· 8691 

t de tablas = 2.1318 

0.4945 

0.9854 

Se aa.pta 11,,, por lo tanto, no existe corrolnci6' entro las variables 

X y 'l, esto es, para qoo t obtenida sea significativa debe! ; ser m>yor 

o igual a t de tablas 
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JO, DISCUSION DE RESULTADOS 

Como se puede observar en las gráficas de Punción Equivalente 

de Jllstamina (llEP), la relación ontro lil árcil r.icdia de la roncha -

producida par el extracto alergónico y el logaritmo de la dilución, 

guarda una relación lineal. En esta curva por interpolación de la 

área media de la rocha producida por la histamir1a 1:1000, se obti~ 

ne una dilución de extracto alergónico que representa un l!EP (ta--

blo 11). 

En el llEP se observa que Dcrmatophagoidcs pteronyssinus es e-1 

más potente de los extractos alergénicos probados. Así una dilución 

1:300 (redondeada para facilidad práctica) producirá una roncha de -

5rea equivalente a la obtenida con histamina 1:1000 {24.92 mm. 2 }. 

Tabla 1, gr5fica l. El 50% de inhibición del RAST so obtuv6 cor1 la 

dilución de extracto alcrgénico 1:240. Entonces se dice que uníl dil~ 

ción 1:300 equivale a l JIEP que a su vez es igual a la dilución 1:240. 

Esto quior1! decir que la dilución 1:240 de cuíllquicr lote 

D. ptcronyssinus nos producirá necesariamente unc1 roncl1a de .'.irea me­

dia equivalente a la que produjo la dilución 1:300 del extracto aleE 

génico de referencia. También es el de más alto contenido de nitró­

geno proteico (1.20). Sin embargo, cynodon dactylon que tuvo sólo el 

o.53% de nitrógeno proteico, presentó la misma dilución (1:239.58) -

para int1ibir el 50% del RAST que D. ptcronyssinus. 

Amaranthus palmeri que tuvo 0.27 do nitrógeno proteico presentó 

una dilución más alta (1:97.7) para inl1ibir el 50% del RAST que 
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ESTA TESIS 
SALIR DE LA 

NO DEBE 
BíBUOTEGA · 

Fraxinus americana (1:9.54) a pesar de que éste Último tuvo el 0.339% 

de nitrógeno proteico. 

Una vez. conocido el contenido de 'litr6{ti..'iH.J p;~oteico i' las dilucig 

nes que inhiben el 50% del RAST se calcu16 el cocf iciente de correla--

ci6n ••r•• par¡1 determinar si cxiote corrclaci6n lineal entre estas dos 

variables. Se obscrv6 que no existe correlación lineal entre el con­

tenido de nitr6geno proteico y la capacidad inmunog&nica {valorado -­

por la inhibici6n del ílAST) de los extractos alcrg&nicos, es decir, -

la inmunogcnicídnd no depende del contenido de nitrógeno proteico. El 

valor obtenido de Nr" ru6 de 0.4945 y te6ricamcntc para que una reta-

ci6n se considere lineal se acepta ••r•• hasta do 0.96. El coeficiente 

de dcterminacibn fu~ de 0.2445, esto significa que s6lo al 24.45% de 

la variaci6n del RAST os explicado pro ln variaci6n del contenido de 

nitr6geno proteico. AdemSs se comprueba con la prueba ''t" de Studcnt 

en donde la ''t'' calculada rub de 0.9054 y la "t'' de tablas de 2.1318 

con p~O.OS y para que la "t" calculada sea significativa debe ser -

mayor o igual a la "l'' de tablas. 

J,a determinaci6n de nitr6geno proteico en la estandarizaci6n de 

extractos alorgénicos no es indicativa de su actividad alergénica e 

inmunogénica~ debido a que no todas las proteínas tienen actividad; 

pero si se pueden estandarizar con los métodos biológicos ln vivo e 

in vitro: punción equivalente de histamina e inhibición del 50% de 

la prueba radioalergosorbcnte respectivamente. 
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En la prueba Ue la inhibición radioalergosorbente, como ya se 

había mencionado se busca la concentración de extracto alcrgénico 

que inhiba el 50% de los enlaces entre el antígeno en fase sólida -

y el anticuerpo IgE obtenido de la mez~:.1 de suuros de los pacientes 

que hablan sido nometidos a la punción equivalente de l1istamina. A 

la concentración que inhibe el 50% del RAST se dice que equivale a­

un HEP. Esta equivalencia es de gran utilidad en la producción de 

lotes posteriores a los cuales sola~cnte se les correr6 la inhibi­

ción del RAS1' utilizando necesariamente la misma mezcla de sueros. 

Si la dilución de un extracto alergénico X que inhibe el 50% de RAST 

es mayor que la dilución de referenciu, entonces el lote se deberá -

diluir co11 soluci6n do Evans, pero si esta dilución fuera rnc11or, el 

lote deberá co11cer1trarse por diálisis. En ambos casos lo qua se -

persigue es qua el 50% de inl1ibición del RAST por el lote X sea -­

igual a la dilución de referencia y así garantizar que todos los -

lotes tengan la misma potencia alergénica e inmunogénica. 
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11 e o N e L u s I o N E s • 

• - Se logr6 la estandarizaci6n bioliSgica de los cstractos 

al.erg1nio:>s nediante la utilizad.ro de las unidades HEP 

y la inlúbici6n del RAST • 

• - No existe relac!.oo entro el contenido de rút.t6geno pro­

tei<x:> de los extractos a1crg1nio:>s y su capad.dad irrnu­

~ca • 

• - Se encontr6 qw al llEP y la inhibicilSn del RAS'!' es ma 

nedida bioliSgica útil en el conoclmiento de la conc:en­

trac!.6n 6ptina de extracto a1erg1nio:> a utilizar en el 

diagn6sti<x:> e inmunoterapia de las enferncdades al~i:­

qicas • 

• - Se pueden obtener extractos aleit]IDio:is de re fe rene!. a 

para estandarizar otros lotes. 
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12 ANEXO S. 

PreI'l\RllCIGI lE SOLtx::laIBS. 

11) Soluclfu de Evans 
Cloruro de sod1o 
R>sfato lllXlob.1sioo de potasio 
Fosfato de sodio dib:lsioo 
Fenol 
Agua destilada c.b.p 
pi! final 

B) 1-t>zcla diC}'stora. 
Sulfato de cobre 
Oxido de selenio 
Acido sulfllli.oo oonoentrado 
1\cido fosfllrioo 

CJ 5oluc16n indicadora A 
Fenal tale!na 
Alc:x:ih:>l ct!lloo 

D) 5oluci6n indicaó:>ra B 
'knle de brarocresol 
R:>jo de netilo 
Etanol 

E) Soluc16n de ácido b6rico 
1\cido b6riex> 
h¡ua destilada 
5oluci6n indicadora A 
5oluci6n indica:lora B 

F) 1\cid:> cloth!driro o. 01136 N 
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5,00g 
O.Júg 
l.43g 
4.00g 
l,OOL 
7,00 - 0,02 

J,OOg 
J.OOg 
JOOml 
lOOml 

lOIJmg 
lOOml 

33ng 
66nq 
lOOml 

lOg 
1.4L 
70ml 
20ml 

lOOOml 



GI Carloonato de calcio 0,01 N lOOOml. 

H) Solucl6n lava<:bra 
Solucl& aditiva 16.0ml 
Cloruro oo eod.lo 9.0q 
1\qua destilada lOOml 

I) Solucim frcnacbra, 
Cal:bcnato de sodio 4,2q 
Agua oostilada lOOml 

Jl Sol•m5n sustrato. O:ntieoo o-nitrofenil- - galacfdsido 
y qlutatilln 

K) Soluci6n saturada d> hidrt5xido oo sodio 
Hidl:6xicb de sodio 
1\qua oostilada 

60,0g 
lOOml 

L) it.zcla de SIE!ros, Esta se pi:epara a partir de los sooms 
oo los pacientes que sen sen"1bles al 
alergeno, nru:clando partes iguales. 
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