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INTRODUCCTION

La administracién de extractos alergeénicos en la terapia de las
enfermedades alérgicas, fué utilizada por Noon en 1911. Desde enton
ces el tratamiento a pesar de haber mostrado su eficacia ha dado ori
gen a las mds variadas controversias, debido a los escasos conocimien
tos que se tenian sobre la naturaleza y caracteristicas de sus anti-
genos, asi como 1los mecanismos sobre los cuales actfian Y su capacidad

para inducir otras patologias.

La estandarizacidn y caracterizacidén de los extractos alergénicos
se presenta como un tema de primordial resolucién. A principios de -
siglo, Noon introduce el primer sistema de estandarizacidn relacionan
do peso/volumen. Posteriormente supone un logro el advenimiento de -
las Unidades de Nitrbégeno Proteico (PNU). Sin embargo, no reflejaba

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

Debido a los avances recientes en el campo inmunoldgico, se han -
obtenido grandes logros sobre la estandarizacién de extractos alcrgénl
cos y se trata de saber la verdadera actividad alergénica de los mis--
mos. De ello han surgido las unidades bioldgicas (UB/ml Europa) y uni
dades alergénicas (UA/ml E.U.A.), con las cuales se han obtenido un ma
yor significado clinico. Para comprobar esta actividad se han utiliza
do métodos in vivo (pruebas cutdneas: intradermorreaccién, puncidn, es
carificacién, puncién equivalente de histamina) e in vitro (degranula-

cién de basdéfilos, IgE especifica) (17, 20, 40, 56, 57, 58, 62).

La aplicacién de extractos alergénicos estandarizados en el diag-
nbéstico y tratamiento de enfermedades alérgicas (rinitis, asma, derma-
titis atdpica) ha dado mejor resultado e.. la respuesta clinica cuantita

tiva, que 1los extractos no estandarizados (17).



FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

En 1906 Von Pirquet introduce el término Alergia para designar
la capacidad dereaccibn diferente a la habitual bajo un estimulo a

una sustancia extrafia sensibilizante que se denomind alergeno.

Cuando una respuesta inmunitaria adaptativa se produce en forma
exagerada o inapropiada, causando lesiones histicas, se aplica el --
término hipersensible. La hipersensibilidad es una caracteristica -
del individuo que se manifiesta después del segundo contacto con un
antigeno (Ag) determinado. Coombs y Cell describieron 4 tipos de hi

persensibilidad: Tipo I, 11, III y IV (48, 52).

Los tres primeros estdn mediados por anticuerpos {(Ac) y el cuax

to sobre todo, por células T y macrdfagos.

Tipo I. Es el de mayor interés debido a que es el tipo de reac
cién que se presenta primero en el diagndstico de alergias respirato

rias (por pruebas cutineas y prucbas de escarificacién).

En esta reaccidn las células cebadas se unen a la IgE mediante -
sus receptores a la fraccién cristalizable. Al contacto con el Ag la
IgE se entrecruza induciendo desgranulacién y liberacidén de mediado-
res como la Histamina la Sustancia de Reaccidn Lenta de Anafilaxia y
el Factor Quimiotdctico de eusinéfi;us y polimerfonucleares (48, 52).

Por la gran importancia que tienen los extractos alergénicos uti
lizados en el Servicio de Alergia para el diagnbstico de alergias res
piratorias, debe procurarse un control de calidad extricto en su pro-
duccién, tanto en el método de preparacién como en el del control de

su potencial alergénico, por el peligro que entrafia en pacientes alta

mente scnsibles a presentar una respuesta inmunoldgica tipo I.



En el Servicio de Alergia del Hospital General de México SS. -
sdlo en el mes de enero de este afio se registraron 102 pacientes con
sintomas de alergia respiratoria; el 40% se presentd con diagnético
de rinitis simple, el 25% con rinitic mixte, . 10% con asma bron--
quial, el 20% con urticaria, 4% con conjuntivitis y el 1% con dermo

grafismo.

En el Laboratorio se realizd un total de 602 preparados de extrag

tos alergénicos en el mismo mes.

PLANTEAMIENTO DEL_PROBLEMA

Se preparan los extractos alergénicos utilizados en el diagnésti-
co de enfermedades alérgicas y se les determinard el nitrdgeno protei-

co por la técnica de Micro-Kjeldhal.

Se realizardn las pruebas cutdneas por duplicado con diferentes -
diluciones del extracto alergénico a estandarizar en 30 pacientes que
presentan sensibilidad de 3 o mids cruces a dicho alergena. También se
practicard la prueba cutdnea con histamina como testigo positive con -

dilucidén de 1/1000 para la obtencidn de unidades HEP.

Se realizari la prueba de inhibicidn del RAST para determinar la
’
cantidad del extracto alergénico que inhiba el 50% de los enlaces entre
el antigeno en fase sdélida y el anticuerpo 1gE. Todo esto en conjunto

para lograr la estandarizacidén de la inmunogenicidad de los alergenos.



1. GENERALIDADES

1.1. 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 atrds se sabia que ciertos alimentos tota}l
mente inocuos para la mayori{a de los individuos, producian sintomas pa-

toldyicos en otros, a esto se llamd idiosincracia (22, 28, 29, 48, 52).

En 1961 Jacob de Rebeque, quien sufria de “"catarro de heno” notaba
que las rosas emitian algo que irritaba su nariz y provocaba una secre-

cidn hialina.

En 1819 Bostock y Wyman hizo una descripcién clinica exacta de 1la
"fiebre de heno" aplicando polen de toda clase de hierbas y plantas so
bre la mucosa conjuntival demostrindose asi su eficacia para producir

ataques de catarro (40).

A finales del siglo XIX, se conocia la respuesta clinica y la ectio

1ogia pero no los mecanismos inmunolédgicos.

En 1810 Von Behring descubrid el uso profilactico del antisuero -
contra la toxina diftérica. En 1902 buscando otros sueros profildcti-
cos, Portier y Richet notaron una reaccidn inmediata semejante al cho-
que, en un perro sensible a la toxina de una anémona marina, denomina-
ron a esta reaccién nociva antifilaxia o apafilaxia para distinguirla

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

En 1903 Arthus describid un fendmeno que se producfa cuando se ad

ministraba cada 6 dias un antigeno por via subcutanea a un animal, en

general a la sexta administracién se producia inflamacién que llegaba



a la necrosis, demostrando asi la ausencia de sustancias téxicas cau

santes de 1a lesién (52).

En 1906 Von Pirquet introduce el término alergia (del griego --
"ALLOS": otro y"ERGOS": respuesta), que servia para designar la capa
cidad de un tejido de reaccionar en forma diferente a la habitual ba
jo un estimulo subsecuente a una sustancia extrafia sensibilizante --

(48, 49, 52).

En 1911 Cooke introduce las pruebas cutineas con alergenos protei
cos para el diagnbdstico de las enfermedades alérgicas. En este mismo
afio Freeman y Noon contribuyen al conocimiento de la hiposensibiliza-

cibén especifica y de las polinosis (49).

En 1921 Prauznitz y Kustner descubrieron que algln elemento del -
suero, probablemente un anticuerpo, podia transferir la inmunidad o 1la
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 administracidn del alergeno en el mismo
sitio donde se habia inyectado el suero del donador, producia inmedia-

tamente eritema y edema (40, 54).

En 1923 Coca y Cooke introducen el término "atopia" {atopos: no =~
comiin), para describir las caracteristicas clinicas de hipersensibili-
dad tipo 1 que incluyen: asma, eccema (dermatitis atépica), fiebre del
heno (rinitis alérgica) y urticaria, en personas con historia familiar
de transtornos similares y que muestran positividad a las reacciones =~

cutineas inmediatas (48).



Dale en 1929 propone que en el shock anafildetico, la reaccién -
antigeno-anticuerpo originaba la liberacidn de histamina de los teji-

dos en donde tenia lugar tal evento (40).

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

perfusibén pulmonar proveniente de un animal sensibilizado (52).

Hasta la década de los 50's, se contempla la descripcién cilinica
y alergoldgica, sin embargo con los estudios de Sanger en 1956 se ini
cia la era de la inmunologia y les corresponde a T. Ishizaka y K. --
Ishizaka en 1967 (E.U.A.) y Jhojanson y Benich 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 niimero importan-
te de enfermedades con morbilidad significativa aunque sabemos gque la
funcidn del sistema inmunitario es proteger al hudsped de los antige-~
nos extraiios, las respuestas inmunes anormales pueden producir lesidn
de los tejidos. Gell y Coombs (1969) han clasificado 10s mecanismos-
de las lesiones inmunolbgicas en cuatro tipos distintos de reaccién,
lo que permite comprender mejor la inmunopatogénesis de estas enferme

dades (22, 48, 52).

Tipo I: Hipersensibilidad inmediata o reaccidn anafildctica, mediada

por IgE (sistema homdlogo) e IgG4 (sistema heterdlogo).

Tipo II: Reaccién citotdxica mediada por IgM e 1gG. El anticuerpo es
td dirigido contra los antigenos de las proteinas celulares

del individuo. Esto puede producir una reaccibn citotdxica



Tipo I11:

Tipo 1IV:

por las células K o la lisis mediada por el complemento.

Reaccidén mediada por complejos inmunes (IgM, IgG). Estos
se depositan en tejido. Se activa el complemento y los-
polimorfonucleares atraidos hacia el lugar del depdsito

causando lesidn.

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

nidad celular). Las células T sensibilizadas por el anti

geno liberan linfocinas después de un contacto secundario

con ¢l mismo. Las linfocinas inducen reacciones inflamatg
riazs, activan y atraen a los macréfagos que liberan media-
dores (48, 52).

Esta se puede presentar en cuatro formas:

a) Reaccidn de Jones Mote.

b) Dermatitis de contacto.

c) Reaccidn tipo tuberculina.

d) Granuloma tipe Mitsuda y Kveim.



2. HIPERSENSIBILIDAD INMEDIATA (TIPO 1)

2.1. DEFINICION

La hipersensibilidad inmediata o reacciones tipo 1 son las que
tienen importancia en esta investigacidn puesto que median los pro-

cesos alérgicos {(48).

La IgE Se une a las células cebadasmediante sus receptores para Fc

al contacto con el antigeno (alergenos: polinicos, fingicos, dcaros,
tegumentarios, fdrmacos y otros), la 1gE se entrecruza induciendo 1a
degranulacibn y la liberacién de mediador2s como la histamina, leuco
trienos (LTC4, LTD4, LTE4; anteriormente llamados SRL-A), serotonina,
bradicina, heparina, troboxanos, prostaglandinas y el factor quimio-
tdctico de los cosindfilos (FQ-E). Este es el mecanismo responsable
de los sintomas alérgicos y su manifestacidén depende del 6rgano de -

choque,



2.2. INMUNOGLOBULINA E

2.2.1. Caracteristicas generales.

Las inmunoglobulinas son moléculas proteicas que portan activi
dad de anticuerpo, comprenden un grupo heterogéneo de proteinas gque
constituyen aproximadamente el 20% de las proteinas plasmiticas to-
tales, en la clectroforesis, la mayoria migra a la zona gamma y al.

gunas a la zona beta-globulina.

Estas son glicoproteinas compuestas de 82-96% de polipéptidos y
de 4-18% de carbohidratos, el componente pellneptidico poseé casi tg
das las propiedades bioldgicas. La IgE tienc un peso molecular de
aprox. 190,000 d (BS) comprende solo el 0,004% del total de las inmu
noglebulinas séricas, se liga con gran afinidad a las cdélulas ceba--

das a través de su receptor para la fraccidn Fc.

La reexposicidn a un antigeno provoca generalmente la aparicién
de anticucerpos de la clase I1gG, sin embargo la reexposicién a alergg
nos, provoca en individuos predispuestos reacciones de tipo I. Este
anticuerpo no activa el complemento, ni atraviesa barrera placentaria,
su concentracién varia con la edad y es del orden dc 0.0003 ng/mi.

A pesar de la concentracién tan baja de la I1gE en circulacién se cono-

ce su estructura primaria debido a estudios sobre mielomas hiper-IgE,



El peso molecular mds alto de la cadena pesada es de 72,500 -
daltones y estd compuesta aproximadamente de 550 aminodcidos distri
buidos en 4 dominios de la regidn constante y una en la regidn varia
ble. Las células plasmidticas productoras de IgE se encuentran en a-
migdalas, adenoides, submucosa de vias respiratorias y tracto diges-

tivo.

Su vida media es de 2-3 dias en circulacién, sin embargo unida a
células es mucho mds larga, se calcula que una tercera parte de la IgE
total se renueva diariamente. Su catabolismo diario ecs del 89%, esto

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

En padecimientos atdépicos es posible que la IgE se metabeolice len
tamente o que su produccidn sea mayor a nivel del brgano afectado, 10
cual explica el alto nivel en suero y otros liquidos organicos de pa-

cientes atépicos.
2.2.2. Genética, atopia y alergia.

En la respuesta alérgica 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 alér-
gico el porcentaje es casi del 30%. Cuando ningunc 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, mis elevada es la probabilidad de atopia. En familias en 1lo

que por lo menos un miembro tiene valores altos de IgE confirma la --
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hipdétesis de que los niveles bajos de ella se asocia con un gen do

minante.
b) Respuesta inmunitaria ligada al HLA.
¢) Capacidad de respuesta general aumentada.

Factores ambientales, Se ha calculado que se tienc contacto -
anualmente con un pa de polen, sin embargo los sintomas aparecen so
1o cuando se supera el umbral alérgico, que depende de la intensidad
de la exposicién al alergeno y la capacidad del individuo de generar
respuesta tipo IgE a una concentracidn baja de alergeno, presencia -
de infecciones viricas en tracto respiratorio alto, la disminucibn -

de la actividad supresora o la deficiencia transitoria de 1la IgA.

Las infecciones viricas exacerban los sintomas alérgicos, proba
blemente se deba a gue algunos virus como el Herpes simplex, aumenta
1a liberacidén de histamina por los basdfilos. Ademds, pueden facilji
tar la entrada del alergeno a través de las superficies epiteliales
dafiadas ¢ incrementar la respuesta de los drganos de chogque a la his

tamina (22, 43, 48).
2.2.3. Mecanismo inmunolégico.

Las células cebadas se encuentran en tejido conjuntive y mucosas,
mostrando una distribucidén distinta, la concentracidén mis alta se en-

cuentra en la mucosa del intestino medio y del pulmdn.

Las células cebadas y basdfilos presentan receptores para Fc de

1a IgE (FcE) ge alta afinidad (Ka:1010y

11



En la exposicidén al polen, hay ruptura de su membrana externa
e interna exponiendo sus ant{genos solubles gue se difunden a través
de la mucosa nasal son transportados a los ganglios linfaticos lo-
cales donde se produce una respuesta IgE.Las células cebadas migran a
10s ganglios linfaticos locales y adquieren IgE especifica para el -
alergeno y migran nuevamente al érgano de chogue. Estas células ce-
badas se degranulan después de un segundo contacto con el antigeno,

liberando mediadores (48).

Liberacién de mediadores. La reaccibn alergeno-IgE aumenta 1la
permeabilidad de la membrana de la célula cebada, conduciendo a la -
entrada de iones calcio, ocurriendo exocitosis de los grdnulos, con
liberacién de mediadores preformados e induccién de la sintesis de -
mediadores formados “de novo" a partir del dcido araquiddnico que con
duce a la produccidn de prostaglandinas tromboxanos y leucotrienos -

(48).

12
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2.2.4.° Mediadores quimicos.

MEDIADOR
Histamina
Heparina
Enzimas
triptasa

B-glucosaminidasa

Factores activadores y
quimioticticos

Leucotrienos

Prostaglandinas y
Tromboxanos

EFECTO

vasodilatacidn, aumento de
la permeabilidad capilar -
quimiocinesis, broncocon~-
tricecién.

anticoagulante

proteolitica

C3-convertasa, escinde los
residuos glucosamina.

guimiotixis de eosinéfilos
activacién de neutrdfilos-
Y plaquetas.

vasoactivos
broncoconstriccidn
quimiotdcticos y/o
quimiocinéticos.

contraccién del nmiisculo
bronquial, agregacién de
plaguetas, vasodilatacidn.



2.2.5. Receptores histaminicos: H1 y H2

Existen subclases definidas de receptores para histamina. El
H) (Ashy Schilo 1966) y el H, (Black y Cols. 1972)., El primer ti-
po se encuentra cn piel; mucosa nasal, intestinal y bronquial y es
biogueada selectivamente por antihistaminicos como epinefrina, ter-
fenadrina y astemizol. E1l ”2 se localiza en mucosa gastrica, es -~

blogueada por cimetidina y ranitidina entre otros.

La histamina es el 2-{d-imidazol)-~etilamina. Es una molécula
hidrofilica compuesta por un anillo imidazélico y un grupo amino -
unidos por dos grupos metileno. La forma farmacoldgicamente activa
es el tautdmero monocatidnico M-H., Se ha propuesto que la forma 1 y

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

(3]
~CH -CH -NH
2 2 3

HN
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Efectos como la broncoconstriccidn y la contraccién del intes
tino estidn mediados por el receptor Hl' Otros en especial la secre
cibén géstrica, son totalmente refractarios a éste e involucra la -
activacidn de los receptores Hy. Sin embargo la hipotensidn debida

a la dilatacibn vascular estd mediada por ambos.

Actualmente te se postula la existencia de receptores Hy en pul

2.2.6. Significado clinico de ta IgE.

Diversos estudios han demostrado la correlacidn entre sucros de
individuos con IgE elevada y enfermedades atdpicas. La mayor parte
de los adultos y nifos sanos tienen valores de IgE por debajo de 20
KU/L, mientras que los pacientes alérgicos presentan generalmente va

lores muy clevados.

En nifios los valores de IgE varian de acuerdo con la edad en -
cordén umbilical los niveles son relativamente bajos (menos de 0.5
RU/L), la media de IgE en suero a la edad de un aifio asciende de 2 a-
10 KU/L. Normalmente la concentracidén mids alta es antes de la puber
tad. Lkn otro estudio sc evncontrd que la concentracidén de IgE en ni-

flos atdpicos es de 45 veces mayor que los no atdpicos.

La diferencia entre alérgicos y normales es marcada en poblacio
nes donde las infecciones parasitarias no son endémicas, porque de -
lo contrario el uso de esta prueba se veria limitada para el diagnés

tico de enfermedades alérgicas.

16



Se ha demostrado que concentraciones elevadas en sanhgre de -
corddn umbilical y niveles altos en nifios sanos es el mejor paré-

metro para predecir el desarrollo de padecimientos alérgicos.

En resumen, la determinacién de IgE es de mucho valor en el -
diagndéstico de pacientes con varios sintomas clinicos de enfermeda

des atbpicas (7, 43).

17



3. ALERGENOS

3.1.  DEFINICION

Son antlgenos solubles que producen una respuesta alergénica -
mediada por anticuerpos IgE. La mayoria tiene peso molecular de --

10,000 a 70,000 d.

Los antigenos menores de 10,000 d son incapaces de unir los sities
Fab entre dos moléculas de IgE, excepto cuandoc estin polimerizados.
Los alergenos con pese molecular mayor a 70,000 d no penetran fécil-
mente la mucosa, pero pueden sensibilizar en concentraciones bajas -

(52).

La mayoria son proteinas o glicoproteinas solubles de tipo secuen

cial o conformacional.
3.2. CLASIFICACION
De acuerdo a su frecuencia y via de cxposicién se clasifican en:

1. INHALABLES (aerocalergenos). Son todos aquellos que transporta-
dos por el aire (anemdéfilos), se ponen en contacto -

e con -la mucosa nasal y/o bronquial y conjuntival,

a) vegetal: pdlenes, tamos, pochote, algodbn.

b) microbianos: hongos, &caros, bacterias.
origen
c) animal: pelos, caspas, plumas, epitelios.

L?) diversos: polvo casero, fibras.

2. INGERIBLES

18



3. INYECTABLES

4. CONTACTANTES

A continuvacidén se describen los incisos a y b por ser los aleg

genos de interés en nuestro pais.
a) VEGETAL.

1. Pbélenes: Son células germinalus praducidas en el andrdceo de -

las flores de malezas, arboles, arbustos y pastos.

Los pélenes alergénicos miden de 20 a 130 micras, presentan for
ma oval, esférica o poliddrica, con supeficie lisa, rugosa o espicu-
lada. Estructuralmente se compone de exina o cubierta protectora de

1a que salen los poros germinales.

Intina es la membrana interna compuesta de celulosa. La févila,
masa coloidal central en la gque se encuentran dos nicleos; dgenerador
y vegetativo, reticulo endoplismico y ribosomas, donde se encuentran-

enzimas, hormonas, pigmentos y vitaminas {2, 46).
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1.1. Malezas: . Son plantas silvestres, angiospermas, dicotiledé-

neas. Desde el punto de vista alergénico las mis

importantes en México. son:

Nombre cieat{fico

Heliantus anpus
Cosmoes. bippinatus
Ambrosia elatior

Ambrosia psilostachya

Ambrosia trifida

Artemisia

Artemisia vulgari

Amaranthus hybridus

Amaranthus palmeri

jrad

\maranthus retroflexus
Chenopodium_ambrosgides
Chenopodiun_album
Rumex_crispus

Rumex acetocella

Salsola pestifer
Atriplex bracteosa
Plantago major
Plantago lanceolata

Nombre comiin

girasol, maiz de texas.

mirasol, girasol morado.

ambrosia

amargosa, altamisa

altamisa, artemisa, amargosa, canbeba

mexicana, estafiate, ajenjo del pais
iztauyalt.

estafiate

gquintonil, quelite blanco, cola de ng
via, cani.

bledo

cresta de gallo, moce de guajolote
epazote

quelite

lengua de vaca

hierba roja, hierba de cristo, acederji
lla.

rodadora, maromero, comunista, chamiso

llantén, vitssuacua-sipiati

ruderal.
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1.2. Pastos:

gramineas son

Nombre cientifico

Cynodon_dactylop

Lolium_perenne

Holcus halepensis

Phleum pratense

Bromus carinatus

Agrostis alba

Avena fatua

Zea mays

Angiospermas, monocotiledéneas.

La familia de las

de importancia alergénica.

Nombre comiin

capriola, pata de gallo, pasto de las
bermudas.
pasto inglés

sorgo, zacate egipcio, maicillo za-

cate Jhonson.
cola de zorro, timoti.

avena loca, barha de viejo, zacapipi-
lol. pipiluec, wabadillo.

zacate
avenilla, avena, avena silvestre.

¢
malz.



1.3. Arboles: Angiospermas y gimnospermas. Arbustos o drboles

de 1.0 a 87 metros de longitud.

Nombre cientifico

Fraxinus uhdei
Shinus molle
Quercus glaucoides

Quercus laurina

Ligustrum_vulgare
Prosopis juriflora
Populus tremuloisdes

Acer negundo
var. mexicanum
Alnus glabrata

Juniperus deppeina

Liquidambar styraciflua

Juglans sp

Acacia_sp

Eucalyptus globulus
Oled_curopea

Pinnus_ sp

Ssalix sp

Ulmus mexicana

Nombre comin

Fresno

pird, purul, tzactumi, xasa, yagaleche
encino

encino, laurel

truenoc

mezquite, algarrobo, mizquitl, chacata
dlamo, alamillo

haya, acazintle

allé, ilite

cedro. sabino

estiella, ocozote, suchiate, kirambaro
nogal, nogal silvestre

espino, huizache, chaparro prieto,

flor de nifio, tzurumbiri
eucalipto

olivoe

pino

s5auce

olmo, palo de baqueta, guayacidn, cug
rillo.
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ran ale;gén@co5gporiéumﬁiif con‘los postulados de Thomen Vaugham ---

Los ‘pbleneés de iaé‘plantés reportadas anteriormente se conside-

(1939): - - o B

b)

Pyrogliphydae; con dos especies de importancia alergénica:

Dermatophagoides pteronyssinus y D. farinae (dermatos: piel;

El polen debe ser alergénico.

Liviano

Anembfilo

La planta debe producirlo en grandes cantidades.

Estar ampliamente distribuido.

MICROBIANOS.

Los Acaros son microorganismos pertenecientes a la familia ---

comer; oides: parecido a).

terias y esporas de hongos.

EL hibitat de D. pteronyssinus es el polvo casero y de D.Farinae

son las harinas y polvos (19).

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

quedd establecido que estos microorganismos son frecuentemente respon

Su temperatura de desarrolloc es de 25°C, con humedad relativa

sables de la rinitis y asma alérgica.

paies alergenos, denominados come Pl (Der P1l) de 24000 d, AgX (Der PII)
y Ag23 para D. pteronysinus y Fl (Der Fl) para D. farinae.
mostrado que al menos 1 de los 4 alergenos principales de D. farinac,

comparte determinantes antigénicos con

Chapman y cols. en 1980 purificaron y caracterizaron los princi-
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Su fueuce alimenticia son faneras,

D. pteronyssinus (2,13,27,30,34).



4. ENFERMEDADES ALERGICAS

CLASIFICACION:

Actualmente algunas enfermedades alérgicas estdn inciluidas en
la respuesta de hipersensibilidad tipo I y se clasifican clinicamen

te en funcidén de brgano de chogue.

A continuacidn se describen las que involucran el tracto respi-

ratorio debido a su mayor frecuencia en nuestra poblacidn.

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 mids frecuente y no tiene relacidn con
1a edad, sexo o raza. Depende de 3 factores: predisponente (atopia),

desencadenante (alergeno) y medio ambiente.
Patogenia.

La rinitis alérgica sea estacional o perenne es inducida por 1la
interaccidén entre un alergeno y la IgE especifica fijada sobre las -
células ccbadas de la mucosa nasal, provocando la liberacidén in situ
de mediadores bioldgicamente activos, responsables de las manifesta-
ciones fisiopatoldgicas, como: dilatacidn del lecho vascualary aumen
to de la permeabilidad capilar con formacidn de edema., estimulacién
de las gléndulas mucosas y células caliciformes que producen rinorrea
e infiltracién de la submucosa y mucosa con células inmunocompetentes

predominantemente eosindfilos.
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Las manifestaciones clinicas incluyen prurito, siendo el sin-
toma mids caracteristico, obstruccidén nasal producida por el edema
de la mucosa con apariciones slibitas y remisiones espontdneas reci
divantes que las diferencfan de obstruccioner de origen anatdémico,
rinorrea acuosa transparente; otras manifestaciones menos frecuen-
tes son las “"ojeras alérgicas"”, que se atribuyen a la estasis veng
nosa crdnica, debido al fluido venoso disminuido a lo large de la
mucosa edematosa, pliegue nasal transverso resultante del rascado-

crénico.

En pacientes con rinitis alérgica existe una elevada frecuencia
de conjuntivitis. En la exploracidén flsica se observa la mucosa nasal

pilida, azulada, himeda y edematosa (35).
biagndstico.

El estudio completo del paciente incluye:

1. Historia clinica y exploracién fisica completa.
2. Biometria hematica completa

3. Estudio coproparasitoscépico en serie.

4. Citologia nasal y/o ocular.

5. Pruebas cuténeas

6. Radiografia de senos paranasales

7. Determinacién de IgE total y/o especifica.
piagnbstico diferencial.

La rinitis alérgica se debe diferenciar de otras entidades clinj

cas como: rinitis vasomotora, rinitis no alérgica son sindrome de eo-

sinofilia (RNASE), rinitis yatrogénica, rinitis estructural, rinosinu

25



sitis neutrofilica y rinitis intrinseca.
Tratamiento.

Incluye un conjunto de recursos que pueden complementarse en-

tre si:

1. Alivio sintomatico
2. Control ambiental

3. Inmunoterapia

4.2. ASMA BRONQUIAL EXTRINSECA

Es una enfermedad de las vias respiratorias caracterizada por
obstruccidn del drbol traqueobronquial e inflamacidn. Fisioldgica~
mente se manifiesta por estrechamiento generalizado del &rbol bron-
quial y clinicamente por episodios paraxisticos de disnea., tos pro~

ductiva y sibilancias.
Epidemiologia.

El asma estd presente en un 2% de la poblacidn general y 2 de -

cada 3 casos tienen su inicio en la primera década de la vida.
Patogenia.

En la mayor parte de los individuos atdpicos, se presentan alte
raciones inmunolégicas, fisioldyicas, neurcendderinas que provocan -
hiperreactividad bronquial, debido a la respuesta excesiva beta-adre

nérgica, colinérgica y alfa-adrenérgica (25).



Diagnéstico.

1. Historia clinica y exploracién fisica completa.

2. Pruebas cutineas.

3. Determinacibn de IgE total y especifica.

4. Bfisqueda de eosindfilos en expectoracidn.

5. Biometria hematica completa.

6. Examen coproparasitoscdpico en serie.

7. Pruebas de funcionamiento pulmonar.

8. Estudio radioldgico de tdrax y senos paranaéales[f:,

9. Exudado nasal y/o faringeo.
Diagnbstico diferencial.

Tiene importancia fundamental diferencial entre asma y enfermeg
dades respiratorias que cursen con obstruccidn bronquial y que por
su naturaleza ctioldgica, produce obstruccidn de vias respiratorias

Y que no debe con broncodilatadores.
Tratamiento,

1. Profilidctico

2. Control del medio ambiente
3. sSintomitico

4. Inmunoterapia

. Rehabilitacidén
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5. ESTANDARIZACION DE_EXTRACTOS ALERGENICOS

5.1. EXTRACTOS ALERGENICOS.

LOs extractos alergénicos son inmunoestimulantes parenterales -
selectivos que reducen los sintomas alérgicos. Los alergenos utili-
zados en el diagnbstico y tratamiento (inmunoterapia), de las enfer-
medades alérgicas; deben ser antigénicos e innocuos en los pacientes

sensibilizados (17).

Los extractos alergénicos son soluciones acuosas o glicerinadas
preparados de una amplia variedad de materia prima con actividad aler
génica demostrada. Se han caracterizado a las proteinas y glicoprotei

nas como las responsables de dicha actividad (17).

Conservadores. Estos inhiben el crecimiento bacteriano y fingi-
€0 en los extractos alergénicos, los mis usados son el fenol, timero-

sal y glicerina (17}.

Adyuvantes. En el campo de la alergia el hidrdxido de aluminjio y
la emulsidén agua-aceite se han utilizado extensamente, Unicamente los
antigenos adsorbidos en hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio -

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

Estabilidad. Los extractos alergénicos son muy sensibles y pue-
den perder su potencia (actividad bioldgica), por diversos factores -
como: pH, temperatura, presidén, agitacién, dilucidn, mezcla, conserva
dores. Los estabilizadores utilizados son: glicerol y albumina séri

ca humana (17).
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5.2. ESTANDARIZACION.

La aplicacién de extractos alergénicos es un tratamiento que no
obstante haber mostrado su eficacia, ha sido motivo de miltiples dig
cusiones principalmente por falta de calidad y potenclia conocida ---

(1, 16).

Hace pocos afios ha habido un progreso significativo en la caracte
rizacién de extractos alergénicos al igual que en su estandarizacién -
principalmente por los avances inmunoquimicos y tecnologia fisicoquimi

ca. Existen varios métodos de estandarizacidn.
5.2.1. Métodos cuantitativos.

a) Unidad Noon. Fué introducida por Noon en 1911 y se define cg
mo la cantidad de material alergénico extraido de un microgramo de po-
len seco (Phleum), eguivalente a 1,000.000 U/noon. Este sistema pre--
senta claras limitaciones. En primer lugar es restrictivo al Phleum.
Existe variacibn en la concentracién de alergeno que depende de la fe-

cha de recoleceldén y procedimientos de extraccidn (33, 48).

b) Relacibédn peso/volumen. Ha sido una Jorua tradicional de valo-
racidén definida por la expresién peso/volumen equivalente a una canti--
dad de materia prima (en peso seco) en una cantidad fija de solucién
extractora suponiendo que un determinado peso de materia prima seca --
siempre poseé la misma potencia alergénica; bisicamente es una aplica-
cién de 1a forma anterior y presenta los mismos inconvenientes.

Asi Voorhorts y cols. demuestran que la alergenicidad del polvo domésti
co estd relacionado con el contenido de dceros que estd en relacidn con

la altitud, entre otros (33, 41, 60, 61).
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¢} Unidades de nitrdégeno proteico (PNU}. Una vez conccida la
naturaleza proteica o glicoproteica de los alergenos, Stull y cols.
introducen en 1933 las unidades de nitrdgeno proteico. Asi estable
cen que 1079 mg de nitrégeno proteico precipitado con dcido fosfo--
tungstinico equivalen a un PNU. Este sistema representd un gran a-
vance sobre los anteriores y supone que 1t viloracidn de las protei
nas de un extracto serd reflejo de su potencial alergénico. Este -
sistema no correlaciona con la actividad bioldgica del extracto —---

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

d) Inhibicién del RAST. En el RAST directo se determina la --
concentracidén de IgE especifica contra el alergeno. En la primera -
etapa el alergeno covalentemente unido a la fase sdlida (celulosa o
papel filtro), reaccioena con la IgE contenida en el suero de un indi
viduo alérgico. El complejo alergeno anticuerpo es lavado para eli-
minar otras inmunoglobulinas y anticuerpos IgE no especificos. En
la segunda ctapa, el complejo reacciona con anticuerpos marcados ra-
dicactivamente y purificados por cromatografia 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 alergeno

cuestiodn.

En el afio de 1974, Gleich y cols. ponen de manifiesto las discre
pancias entre los sistemas de estandarizacidn existentes, asignan una
potencia alergénica a los extractos utilizados para el diagndstico y

tratamiento empleando para ello la inhibicién del RAST que determina
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que concentracién de extracto alergénico inhibe el 50% de enlaces en
tre la IgE y el antf{geno en fase sdlida en la primera etapa del RAST

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

En este estudio se utilizd una modificacién del RAST (Phadezym
RAST). El alergeno de interés unido covalentemente a discos de papel
reacciona con 1a IQE especifica. Después de lavar el complejo éste -
reacciona con la anti-Ige conjugada con la enzima beta-galactosidasa,
después de un segundo lavado la epzima se activa por la adicidén de 1la
sustancia reductora glutatidén y reacciona con el sustrato o-nitrofenii-
betagalactosido. La hidrolisis enzimdtica se detiene por adicién de -
carbonato de sodio para formar un producto final colorido que es direc
tamente proporcional a la concentracién de IgE especifica y se mide la

absorvencia a 405 nm (10),

e) Unidades bioldgicas. El RAST por si solo no refleja directa-
mente la potencia alergénica por lo gue se realiza en conjunto con pruge
bas biolégicas in vivo e in vitro y asi vaiorar la verdadera potencia
de los estractos y expresar la misma en unidades bioldgicas las cuales

son mis reproducibles.

Unidades de Puncidn de Histamina (HEP). Fué propuesta por Ass en
1978, se define come la concentracién de estracto alergénico que produ
ce la histamina en concentracién de 1 mg/ml (1 HEP), por definicién -

tendrd una potencia de 1000 unidades bioldgicas (UB) (47).

Para ia estandarizacidén de un extracto por este sistema se requie

re entre 20 y 30 individuos que reunan las siguientes caracteristicas:
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a) Historia clinica de enfermedad alérgica compatible con el aler

geno a probar.
b) Diémetro de la roncha a la histamina de 4 mm. o mis.

c) Ausencia de previa inmunoterapaia al alergeno en cuestibén o al

gln otro con actividad cruzada.
d) Mayor de 15 afios de edad.

e) No haberse administrado antihistaminicos u otros férmacos antia

1érgicos previamente al ensayo.

La prueba de puncidn se realiza por duplicado y a una distancia
no menor de 2 cm. en la espalda o antebrazo del paciente utilizando
de preferencia 5 diluciones del extracto alergénico. Como control-
positivo se emplea histamina 1 mg/ml y solucidn de Evans de control
negativo. La lectura de la roncha se realiza con la ecuacidn «---
D+d/2. De este modo la dilucidn del extracto que corresponda a la -
obtenida con la histamina en términos de didmetro de roncha o dreas.

representa las 1000 UB (4, 11, 36, 59).

£) Liberacidn de histamina {LH). La liberaciédn de histamina de los
leucocitos de un individuo alérgico es una prueba in vitro para
el diagndstico de hipersensibilidad tipe I. Si se asume que la can-
tidad de histamina liberada correlaciona con la cantidad de alergeno
a8l que se exponen los leucocitos, la cantidad de histamina liberada

puede utilizarse para medir la actividad del extracto alergénico.

La LH se 1lleva a cabo a 37°C durante 40 minutos. El contenido
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de histamlna total se determina por lisis con dcido perciérico y

la cantidad de histamina se mide por técnicas fluorométricas.

La actividad alergénica se extresa como la relacidn de protef
nas (ug/ml) necesarias para liberar el 50% de histamina en una cur

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)  Andlisis enzimdtico. Muchos extractos alergénicos han mostrado
en estudios recientes que contienen enzimas, la actividad enzimi
tica es potencialmente Gitil para medir ta cantidad de enzima en
un estracto crudo. Para un alergeno que contenga una enzima es
posible desarrollar una prueba basada en la actividad enzimitica.
Sin embargo este método de estandarizacién no puede ser aplicado
a la mayoria de los extractos alergénicos excepto a los venenos

de himendpteros (17).
5.2.2. Métodos cualitativos.

Métodos de apoyo para la caracterizacidén de extractos alergéni-

COoSs.

a) Inmunodifusidén radial (RID). En ia técnica de Manccini el
drea de difusidén formada por el antigeno precipitado por el anticuer
po monoespecifico contenido en el gel, puede correlarcionarse con la
cantidad de antigeno aplicado. La precisién, exactitud y sensibili-

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

génicos.
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La cuantificacidn puede realizarse relaciondndolo a un estan
dar o a un lote de reactivos estables, Se ha utilizado para el -
control de alergenos mayores de Ambrosia elatior (AgE, AgRa3l), -

D. pteronyssinus (pl}, y el Ag25 de Phelum pratense (17}.

b) Inmunoelectroforesis. La podemos dividir en dos fases, en
donde l1la fase 1 se producc 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 umn punto
Yy el Ac lo hace desde el corte en un plano frontal, se reunen en -

proporciones Gptimas para la precipitacidn a lo largo de un arco.

Nos es Gtil para la identificacién de antigencs por su movili-
dad electroforética y nos proporciona una informacidn semicuentita-

tiva respecto a la cencentracién de inmunoglobulinas.

c) Contrainmunoelectroferesis. Es una electroforesis en gel
de agarosa seguida de electroforesis perpendicular. Se realiza ba-
jo condiciones experimentales, donde los precipitados estdn formades
por todos los antigenos contra los cuales se encuentran anticuerpos

en concentraciones equivalentes en el gel.

Las dreas delimitadas por los precipitados se correlacionan -
con la concentracidon de antfigenos individv-" . La precisién y exac
titud son comparables a la RID excepto en sensibilidad, la cual es

10 veces menor en esta Oltima.



No hay diferencias principales entre RIE y CIE excepto en la
sensibilidad, la cual puede ser superada realizando el CIE en pro-

porciones diferentes entre antigeno y anticuerpo.

Es importante saber que la utilizacidn de estos métodos es para

comparacién cualitativa.

Radiocontrainmunoelectroforesis (CRIE). E1 CRIE identifica a-
lergenos en una mezcla, técnicamente se desarrolla después del CIE
donde el suero de pacientes alérgicos se afiade a precipitados nati-
vos y los antigenos unidos a inmunoglobulinas son identificados por
adicién de anti-IgE marcada con 1125, Estos métodos pueden ser uti
lizados cuantitativamente cuando la identidad de un alergeno e¢s du-
dosa en el sistema CIE o cuando Unicamente hay peguefias cantidades
de precipitado tefiido con colorante azul de cromasil, pero el siste
ma es utilizado preferentemente para la identificacidn de alergenos

similares en dos especies diferentes de un mismo género sobre todo

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

GENERALES:

a) " Mejorar el control de calidad de los extractos alergénicos
utilizados en el diagndstico y tratamiento de enfermedades
alérgicas.

PARTICULARES:

a) Estandarizacién quimica.

i - determinacién de nitrégeno proteico.

b) Estandarizacién bioldgica.

i - in vivo: Puncidén Equivalente de Histamina (HEP),
ii - 1in vitro: inhibicién del 50% de la prueba radioaler-

gosorbente {RAST).

c) Determinar la correlacidén existente entre el nitrégeno -

proteico y las unidades bioldgicas.
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7. HIPOTESIS

Desde el punto de vista cuantitativo la técnica
de PNU, Unidades HEP y la Inhibicidén del RAST tienen
mayor precisidn y exactitud para medir el potencial -
. P fqs .
inmunogénico de los extractos utilizados en el diag--
néstico de alergia, gue el método de peso/volumen de-
bido a que éste {ltimo presenta variacidén en la con--

centracibén de alergenoc.

Como los antigenos de los alergenos son principal
mente de cardcter proteico, debe de existir correla---
cién entre las unidades de inhibicidén del RAST y el --

PNU.
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8. METODOLOGTIA
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DIAGRAMA DE FLUJO
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|

r
SELECCION DE PACIENTES
(PRUEBAS CUTANEAS)
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8.1.

MATERIAL Y REACTIVOS

Matraces de Kjeldhal 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.

Membranas millipore de 0.45 y 0.22 micras.
Buretas de 0.25 y 50 ml.

Pipetas graduadas de 1.0 y 10 ml.
pipetas volumétricas de 1.0, 5.0 y 10 ml.
Probetas de 50, 100 y 500 mi.

Picetas de 500 y 1000 ml.

Pipetas pasteur

Papel parafiil

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, 3.0y 10 ml.

Jeringas de insulina o tuberculina
Lancetas calibradas de 0.0l cm.
Gradillas

Tubos de ensaye de 13 x 100
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Frascos ambar de 100, 500 y 1000 ml.
Cajas de Petri

Espitula de acero

EQUIPO

Destilador Labconco
Equipo de Kjeldhatl
Pipetas de 25 y 50 microlitros
Balanza granataria
Balanza analfitica
Potencidmetro Beckman
Bomba de vacio
Centrifuga clinica
Rotor
Espectrofotémetro
Cronbmetro

Incubadora

Equipo millipore

Licfilizadora Labconoco

REACTIVOS

Sulfato de cobre

Oxido de selenio

Acido sulflrico concentrado
Acido fosfdrico

Acido bérice

Acido eclorhidrice
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Acetona

Rojo de metixo

Verde de bromocresdl

tenotftaleina

Etanocl

Cloruro de sodio

Difosfato de sodio dodecahidratade
Fosfato de potasio dibésico
Clorura de histamina

Kit de Pharmacia para la determinacién de IgE esbec{fica.
Alergenos de Biopol Laboratory
Agua destilada

Materil bioldgico. Suero humano

8.2. PREPARACION DE EXTRACTOS ALERGENICOS

La materia prima como Cynodon dactylon (capriola}, Amaranthus

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

veces con éter o acetana después del macerado con la solugidn ex--~
tractante, se pasa por filtros millipore, se mide el pH y se proce
de a dializar contra selucidén de Evans ajustando el pH entre 6.80

y 7.20.

Esterilizar el extracto con equipoc millipore y realizar las ~
pruebas de esterilidad, sembrando .1 ml. en el medio caldo de soya

tripticaseina y 0.1 ml. en tioglicolato. Se incuban los tubos a ~

37°C durante 3, 7 y 15 dias.
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8.3, SELECCION DE PACIENTES {PRUEBAS CUTANEAS)

Una vez especificadas las caracteristicas del paciente se proce

de a:

1. La cara externa del antebrazo del paciente se desinfecta con al-

cohol.

2. Con una jeringa de insulina o tuberculina se administra el alergeg
no a una distancia no menor de 2 cm. una de la otra {se utiliza -

una jeringa estéril para cada alergeno).
3. Administrar histamina como control positivo.
4. Administrar solucidn de Evans como control negativo.

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

VOLUMEN CONCENTRACION

Dermatophagoides farinae 0.1 ml. 1:10,000
Dermatophagoides pteronyssinus 0.1 ﬁlr 1:10,000
Amaranthus palmeri 0.1 ml. 1:1000
Cynodon dactylon 0.1 mi. 1:1000
Fraxinus americana 0.1 ml. 1:1000
Histamina 0.1 ml. 1:1000
Evans 0.1 mi. = ------

6. Después de 15 minutos se realiza la lectura en relacibn a los --

testigos con el siguiente eriterio:
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8.4.

1.

..Una cruz (+)

o L L B R R R R R )

Edema y eritema.......c.civiiiviirnenssnaenaaa..DOS cruces (++)

Edema pronunclado con pseuddpodos

ligeros y critema mayor de ! Cl.i.vveraraveaseoTres cruces {(+++)

Edema exagerado con pseudépodos

y eritema pudiendo ocupar otras ireas.. v....Cuatro cruces{++++)

La pipula desaparece o no incrementa su

tamafio en relacién al control.........vs.s......Negativa {-)

Eritema menor de 0.5 cm. o ligera area de

enrojecimiento, recomendable repetir.......... ... . 0000 (=+)

PUNCION EQUIVALENTE DE HISTAMINA (HEP)

Una vez seleccionados los pacientes que presentaron sensibilidad
de 3 o mds cruces al alergeno a estandarizar, se desinfecta con

alcdhol la espalda o la cara anterior de los brazes.

Para identificar }a zona donde se administrari cada dilucién se
marca con un beligrafo, al igual gue para la dilucidén de histami-

na.

Las diluciones de los alergenos y de la histamina se administrardan

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

Se coloca una gota de cada dilucién del extracto y de la dilucién

de histamina mediante un capilar sin anticuagulante.

Se hace una puncidn de manera rapida y precisa, utilizando una lap

ceta calibrada para cada dilucién.
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6. Después de 15 minutos de la puncidn, se delimita el drea de -

1a roncha producida, con un boligrafo.

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

filiza para utilizarse en la prueba de inhibicién del RAST.

8. Se calcula el drea de la roncha producida tanto para las dilu

ciones del extracto como el de la histamina.
9. Se procede a graficar el area contra las diluciones, para obte-
ner las unidades HEP.

8.5, INHIBICION DEL RAST

1. En nuecve tubos de ensaye colocar un disco con el antigeno apro
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 comoe sueroc 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 cuestidn y 25 microlitros de solucibdn isotdnica.

6. Al tubo de inciso 3 adicionar'- 50 micrciitros de la mezcla de

sueros.
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10.

11.

13.

15.

16.

17.

A los tubos del paso 1 agregarles 25 microlitros de . las dily

ciones correspondientes del antigeno.

Cubrir los tubos con papel parafill, incubarlos a temperatura

ambiente por 3 horas.

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

perfectamente.
Afiadir 25 microlitros del conjugado enzima-anti I9gE a cada tubo.
Cubrir e incubar los tubos a temperatura ambiente por 16-20 hrs.

Lavar 3 veces con 2 ml. de solucidén de lavado y secar perfecta-

mente después del dltimo lavado.

Afiadir 200 microlitros del sustrato a cada tubo y a un tubo va-

cio como blanco.
Cubrir con papel parafill e incubar exactamente 2 horas a 37°C,

Agregar a cada tubo incluyendo al blanco ! ml. de solucibn frena
dora cn el mismo orden y velocidad en el que se adiciona el sus-

trato mezclando perfectamente.
Medir la absorbancia a 405 nm.

Realizar los cllculos necesarios,
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8.6.

1.

DETERMINACION DE NITROGENO PROTEICO

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 ailade de 1 a 2 ml.
de mezcla digestora, correr al mismo tiempo un blanco de sacarg

sa.

Llevar a digestidén hasta que la muestra presente un aspecto cla

ro.

Si el inciso anterior no se cumple, detener la digestién, enfriar
el sistema y adicionar de 5 a 10 ml. de agua destilada lavando -

las paredes del matraz y se continfia la digestidn.

5i la muestra presenta el aspecto claro, detener la digestidén, -

enfriar y agregar de 1 a 2 ml. de agua destilada.
Proceder a la destilacidn.

Vaciar la muestra por la copa del destilador y dejarla fluir ha-

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

En la copa del destilador se colocan 5 ml. aproximadamente, de

hidréxido de sodio al 60%.

Se calienta el sistema y se afiade lenta pero continuamente el --

hidréxido de sodio.

El destilado se recibe en un matraz Erlenmeyer que contenga apru

ximadamente 40 ml. de solucidn de acido bérico.
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11.

12.

Se suspende la destilacién cuando se tenga un volumen de apro-
ximadamente de 80 ml., en este paso la solucidn de &cido bérico

vira de color.
Titular con 4cido clorhidrico 0.01 N.

Calcular el porciento de nitrdgeno proteico con la siguiente -

fbrmulat

o N = - A

% N (B-P) N 0.014 100
m

Donde:

% N: porcentaje de nitrdgeno proteico.

B: ml. de acido clorhidrico gastados en ia titulacién del blanco.
P: ml. de dc. clorhidrico consumidr: en la titulacidn del proble-
ma.

N: Normalidad del dc. clorhidrico.

0.014: miliequivalentes del nitrégeno.

m: peso de la muestra.
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8.7. PRUEBA ESTADISTICA

Distribucién “t*®

La distribucidén fué estudiada por Willian Sealy Gosset en 1908

y perfeccionada por R. A. Fisher en 1924.

Esta distribucibédn es muy (til para el estudio de muestras peque
flas, es decir, cuando n es menor de 60. Cuando la muestra es muy -
grande de 120 o mds observaciones, la distribucidn "t" es prictica-

mente normal e igual a la distribuacién "2Z".
Las caracter{sticas de la distribucibén "t" son:

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

especialmente si n (tamafio de la muestra) es grande.
b) La media es cero.

¢) La forma de curva y el valor de "t* estdn relacionados con ¢l

valor de n y con los grados de libertad (61, 62}.
Correlacidén y regresién lineal simple.

.
La correlacidén simple estudia la variacidn simultdnea de dos va-

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

asociados con cambios de otra variable, existiendo una relacién concre

ta entre dichas variables-

48



Coeficiente de correlacidén. Es un valor que indica el grado

de asociacidn entre dos variables. Varlios casos son posibles:

a)

b)

c)

El valor del coeficiente de correlacién es cero o estima
a cero. Las variables son independientes, no hay correla-

cibn.

El valor del coeficiente es +1 & -1. Hay correlacidn posi-

tiva o negativa y perfecta, respectivamente.

Valores de cero a +! y de cero a -1 sugieren cierto grado

de asociacién. Si la muestra fué tomada al azar de una po
blacién serd necesario plantear y probar la hipdtesis de -
que dicha muestra fué tomada de una poblacibén cuyas varia-

bles o caracteres estdn correlacionados (61, 62).
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Permatophagoides pteronyssinus,

En la tabla 1 se mestran los valores de las ronchas(mm2) producidas por
la histamina 1:1000 y las diluciones del extracto alergénico utilizado,-
en el antebrazo de los 30 pacientes sensibles al hacer la grafica de —
las Sreas medidas de las ronchas contra el logaritso de las dilucianes-
utflizadas sec obtiene la curva correspandfente a la Puncién Bquivalente~
de Histamina (HEP). En la gréfica 1 se cbserva que la &rea medida de la—
roncha producdida por la histamina 1:1000 fue de 24,42 mm2, interpolando-
en la curva correspondiente al HEP y tomando el antilogaritmo se obtuvo-
la dilucibn 1:301.49 de extracto alergénico cwe equivale a 1 HEP
(Gréfica 1)

La diluci8n que inhihi& el 508 del RAST fue de 1:239. Esta dilucién se-
obtuvo considerando la lectura de absorbancia de la iltima diluciSn como
el 1008, la dilucifin 13239 también equivale a 1 HEP (Gr&fica 2 ).

El oontenido de nitr6geno proteico fue de 1.2% .

51



AusRD. HISTAHINA

14814 1
DERMATOPHAGDIDES PIERONYSSIUS
PUKCION EQUIYALERTT DE BISIANIAR

=~ AREAS DE LAS RONUKAS W47 -

Drtyclow DEL EJTRACTD ALFRELNICY

1:0000 109 kSR 1000 RS0 10000 105999 L JOEKS 1 JOEXS 110636
oA 2656 800 3398 0 1608 K 80 2K -
L2220 MB06 MRS W22 MDs 5605 J908 B MBS -
§02%6 i 06 26 w60} KO0 ion 1275 9.4 -
N S 6805 B8 B
S 75.00 10 Lp S WS 500
&I Spy 8246 we W6
2o 1 s 8258 128 1856 204
RN/ S P S T S 1/ T S W
EARR A B VN N 2.0 2.7
woodkee %0 13S0 0.0 6.
[T S VN 200 7.5
° gep o g A
A B R S RN
[N R TN B L LN /.55
15 3505 NSl 4308 B s
15500 1.5 s i kot
Moo WX 18 1B 5
18 g00 556 5240 B0 9.
sy 288 135 900 L
2 e o e ok
ARK S 3B kN
2§00 3505 U805 1225 Ik
A NS o sl 0 o0 4.8 e
4 N5 S RN 800 205 B0 6.2%
&0 1000 800 8,00 1275 400 2% e eeeen seeos
26 X% 1m0 505 1805 105 6.5
JoSes W ne 1 se 85
A8 x4 X000 05 .0
/9 SEX 189.00 N85 S8.U06 3300 W5
/A I N B Y N i et
Yongr o 8 8N RS 1917 wEr 48 e e -
KOU LS ESPACIDS MANCADDS * <-o-- " INDICAN QU ¥ RAY RESPULSIE

52



TABLA 2

Dermatophaqoides ptarcayssinus

Puncifn equivalente de histamina

Dilucifn del extracto

X log. X Y Area (mm2)
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
1:1000 3.0 10.61 7.288
r 0.9811 m 32,96 2 126,169

Inhihicién de la prueba radioalergosorbente

Dlucién del extracto Absorbancia (405 mm)
X 10g. X Y Ye
1:10 0.69 0.021 0,017
1:50 1,69 0.049 0,062
1:100 2.0 0.068 0.082
1:500 2.69 0.110 0.126
1:1000 3.0 0.150 0,146
125000 3.69 0.185 0.190
1:10,000 4.0 0,232 0,210
r 0.9815 m 0.064 b 0.046

Determinacifn de nitxfigeno proteico

ml de extracto ml de HCL 0.01136 N
1.5 1.1
2.9 1.3
1.0 1.3
1.5 1.0
TOTAL 6.9 4.7

% de NitrSgeno proteico 1.2

Donde:

X Dllucisn del extracto alerg&nico

¥Yc Valores oorregidos por regredin lineal
r Ooeficlente de correlacién lineal

m Pendiente de la linea recta

b Ordenada al origen
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GRAFICA 2
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Dermatoplicpoides farihae .

La gr&fica 3 correspondiente a la curva de HEP, obtenida al graficar las—
medidas de las Sreas de las ronchas oontra el logaritmo de la dilucibn,La-
Srea media de la roncha producida por la histamina 1:1000 fue de 30.16 rm2
obteniendose la dilucifn de extracto alergfnico de 1:229,08 correspondien=—

te a 1 HEP.

El 50% de inhibicin del RAST se obtuwo con la dilucién 1:63.09

Qontenido de nitx8geno proteico: 0.85% .
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TABLA 4

peramatophagoides £ arinae

FuncibnE quivalente de Mistamina

DiluciSn del extracto

X 1og. X Y Area (mm2)
- Yc
1:10 1.0 74.47 63,40
1:50 1.69 43,037 46,51
1:100 2.0 31.30 38,92
1:500 2,69 14,39 22,03
1:1000 3.0 11.18 14.45
r 0.9384 m 24,47 b 87.88

Inhibicién de la pruchba radicalergosorbente

DiluciSn del extracto rosorbancia (405 nm)

X Iog. X Y Yc
1:5 0.69 0.042 0.033
1:10 1.0 0.044 0.043
1:50 1.69 0,060 0.064
1:100 2.0 0.06Y9 0.074
1:500 2.69 0.094 0,095
1:1000 3.0 0.098 0.105
1:5000 3.69 0.126 0.126
1:10,000 4.0 0,147 0.136

r 0,9856 m 0.0311 b 0.0119

Determinacifn de nitrgeno proteico.

ml de extracto ml de HCl 0,01136 N
2,0 1.0
2,0 0.9
2.0 0.8

TOTAL 6.0 2.1

% de nitrSgeno protefco 0,85

fonde:
X DiluciSn del extracto alerginico
Ye Valores corregidos por regresiSn lineal
r (eficlente de correlaci6bn lineal
m Pendiente de la lfnea recta
b Ordenada i origen

58



GRAFICA 3
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GRAFICA 4
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Ia diluciSn obtenida con la Srea redia’ de la roncha producida por la histamina
1:1000 (27.64 mn2) en la curva de HEP fuc de 1:13,18 () HEP) que equivale en la
prueba del 50% G2 inhibicifn del RAST a la dilucifSn 1:239.88 de extracto alergt
nico (Gréficas Sy 6)

El porcentaje de nitrSgeno proteico fue de 0.533
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TARLA 6

Cynodon__dactylon

Puncifin Equivalente de Histamina

Dlucifn de extracto

X Ing. X Y Area (mm2)
Yc
1:10 1.0 37.339 28.596
1:50 1.69 29.632 22.248
1:100 2.0 17,368 19.395
1:500 2.69 13,420 13.047
1:1000 3.0 9.87 10.195
r 0.989 m 9.20 b 37.79

Inhibicién de la prueba radicalergosorbente
Dilucibn del extracto

X Iog. X b4 Area (mm2)
1:5 0.69 0,000 -1,38x10
1:10 1.00 J,00 0.0048
1350 1.69 0,012 0.0180
1:100 2.00 0,013 0,0248
13500 2.69 0,039 0,0386
1:1000 3.00 0.047 0.044
1:5000 3.69 0,058 0,058
1:10,000 4.00 0.058 0.064
r 0,9670 m 0.020 b -0.015
Determinacifn de nitrZogeno proteico
ml del extracto ml de HCL 0,01136N
0.8 4,2
n8g 4.1
0.8 4.2
0.8 4.3
TOTAL 3.2 16.8

%de Nitr6geno proteico 0,533

Dondes
X dilucifn del extracto alergénico
Yc valores corregidos por regresifn lineal
r coeficiente de correlacifn lineal
m pendiente de la lfnea recta
b ordenada al origen
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GRAFICA 6
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Fraxinus americana.

1a &rea de la roncha producida por la histamina fu de 28,12m>
obteniéndose la dilucién 1:31.6 equivalente a 1 HEP (gréfica 7). El 503
de inhibicién del RAST se obtuvo con la diluci6n de extracto alergfnico
1:9.54 (grafica 8).

El contenido de nitrSgeno proteico fue de 0.339
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TABLA 7
FREXINYS AMERICANA
PUNCICY EQUIVALERTE D KISTANINA
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TARLA 8
Fraxinus americana.

Puncién Equivalente de Histamina,

Dilucifn del extracto Log. X Y Area(mm?)
Ye

1:10 1.0 35.288 33.56

1:50 1.69 24,702 25.66

1:100 2.00 19.946 22,11

1:500 2.69 14,222 14,22

1:1000 3.00 12,101 10.62
r 0,984 m 11,44 b 45

InhibiciSn de la prucba radiocalergosorbente

Dilucién del extracto lLog. X Absorbancda (405 nm)
Y Yc
1:5 0.69 0.095 0.089
1:10 1.0 0.106 0.100
1:50 1,63 0.111 0.122
1:100 2.0 0.123 0,132
1:500 2,69 0.168 0,155
1:1000 3.0 0.158 0.165
1:5000 3,69 0.195 0.187
1:10,000 4.0 0.196 0.198
r 0.0975 m 0.032 b 0.067

Determinacifn de nitrSgeno proteico.

ml del extracto ml de HCl 0.01136 N
0.2 0.80
0.4 1.10
0.8 3.10
0.8 2,70
TOTAL 2.2 7.70
% de nitrSgeno proteico 0,339
Dondes

X diluciSn del extracto alergtnico

Yc valores corregidos por regresifin lineal
r ooeficiente de correlaciSn lineal

m pendiente de la linea recta

b ordenada al origen
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GRAFICA 7
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GRAFICA 8
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Amaranthus palreri,
1a dilucifn del extracto alergSnico equivalente a 1 HEP fue de 1:181

y Be obtuvo al interpolar y tomar e’ antilogaritro de la &rea media de -
histamina(29.00 mn?} ,aprecisbla en la grafica 9.

1a diluciSn que inhibiS el 50% del RAST fue de 1:97.‘7 (gréfica 10),
Para este alergeno el contenido de nitrSgeno proteico fue de : 0.27%
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TARBLA 10

Amaranthus palmeri
Puncifn Bjuivalente de Histamina.
Dilucibn del extracto 1og. X ¥ Area(mm?)
X Yc
1:10 1.0 22,66 22.0
1:50 1.69 15.69 15.59
1:100 2,0 11.146 12.71
1:500 2,69 6.98 6,30
1: 1000 3.0 3,63 3.42
r 0.992 b 31.294 m 9.289

Inhibicién de la prucba radicalergosorbente.

Dlucién del extracto Absorbancia
. X Iog.X Y Yc
415 0,69 0.003 0,0038
1:10 1.0 0.007 0,0056
1:50 1,69 0,009 0,008
1:100 2,0 0.012 0.0117
1:500 2,69 0.016 0.0159
121000 3.0 0.020 0.0178
1:5000 3.69 0.030 0,0220
1:10,000 4,0 0,032 0,0230
r 0.982 b 0.0083 m 0,006
Deteminacién de nitrSgeno proteico.
ml del extracto ml de HCL 0,01136 N
0.8 3.3
0.8 2.0
0.8 2.2
0.8 2,2
0.8 1.9
“TOTAL 4.0 11.6

; de nitr6geno proteico 0.27

Dondes
X dilucifn del extracto aleraénico
Yc valores corregidos por regresiSn lincal
r ooeficliente de correlacifn lincal
m onendiente de 1a recta
b ordenada al origen
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D. pteronyssinus
D. farinae
Cynodon dactylon
Fraxinus americana

hmaranthus palmeri

TABLA 11

1 HEP (dilucién) Contenido & Inhibicifn del
HitrGgeno proteico RAST{di lucitn)
(%)
X Y
1:301.99 1.20 1:239.00
1:229.08 0.85 1:63.090
1:13,180 0,50 1:239,58
1:31.600 0.33 1:9.5400
1:20.000 0,27 1:97.70
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peterminacifn de la correlacién entre las variables Xy ¥ de la

tabla 11.
n:5 N XY= 489,7437
X:0.63 ¥ . 129.7820
S 0.3904 sy— 104, 7847

Entonces el cceficiente de correlacitn es

cs 80.9304
r R o0 XY = = 0.4945
1) sy s, 163.652
El coeficiente de determinacién es:
?=0.2445
Prueba de hipStesis de lnealidad con 2= 0.05
H 3 p:=0
L, P
Hy 3 P70
g.1=4
r \[n-z 0. 8565
t = = 0,9854
1-r2 0.8691

t de tablas = 2.1318

Se acepta H,, por lo tanto, no existe correlacifn entre las variables

Xy ¥, esto es, para que t obtenida sea significativa debe . ser mayor

o igual a t de tablas
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Como sc puede observar en las grdficas de Puncién Equivalente
de Histamina (HEP), la relacién entre la drea medla de la roncha -
producida por el extracto alergénico y el logaritmo de la dilucién,
guarda una relacidén lineal. En esta curva por interpolacidn de la
drea media de la rocha producida por la histamina 1:1000, se obtie
ne uha dilucidn de extracto alergénico que representa un HEP (ta--

bla 11).

En el HEP! se observa que Dermatophagoides pteronyssinus es el

mias potente de los extractos alergénicos probados. Asi una dilucién
1:300 (redondeada para facilidad practica) producird una roncha de -
drea equivalente a la obtenida con histamina 1:1000 {24.92 mm.z),
‘fabla 1, gridfica 1. El 50% de inhibicién del RAST se obtuvd con 1a
dilucién de extracto alergénico 1:240. Entonces se dice que una dilu
cibn 1:300 equivale a 1 HEP que a su vez es igual a la dilucién 1:240.
Esto quiere decir que la dilucidén 1:240 de cualquier lote ———-

D. pteronyssinus nos producird necesariamente una roncha de drea me-
dia equivalente a la que produjo la dilucidn 1:300 del extracto aler
génico de referencia. También es el de mds alto contenido de nitroé-
geno proteico (1.20). Sin embargo, Cynodon dactylon que tuvo sdlo el
0.53% de nitrdgeno proteico, presentd la misma dilucidn (1:239.58) -

para inhibir el 50% del RAST que D. pteronyssinus.

Amaranthus palmeri que tuvo (.27 de nitrdéyeno proteico presentd

una dilucién mds alta {1:97.7) para inhibir el 50% del RAST que --
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ESTA TESIS MO DERE
SALR DE LA GIBLIOTECA

Fraxinus americana (1:9.54) a pesar de que éste Gltimo tuve el 0.339%

de nitrdgenc proteico.

Una vez conocido el contenido de nitrdgenuv proteico y las dilucio
nes que inhiben el 50% del RAST se calculd el cocficiente de correla--
gién "r" para determinar si existe correlacidn lineal entre estas dos
variables. Se observd que no existe correlacién linecal entre el con-
tenide de nitrbgeno proteico y la capacidad inmunogénica (valorado --
por la inhibicidén del RAST) de los extractos alergénicos, es decir, -
1a inmunogcnicidad no depende del contenido de nitrbégeno proteico. El
valor obtenido de "r” fud de 0.4945 y tebricamente para que una rela-
cién se considere iineal se¢ acepta “"r* hasta de 0.96. El1 coeficiente
de determinacién fué de 0.2445, esto significa que sdlo el 24,45% de
la variacién del RAST es explicado pro 1la variacidén del contenido de
nitrégeno proteico. Ademds se comprueba con la prueba "t* de Student
en donde la "t" calculada fué de 0.9854 y la "t" de tablas de 2.1318
con p= 0.05 y para que la “t” calculada sea significativa debe ser -

mayor o igual a 1la "t” de tablas.

La determinacidn de nitrbgeno proteico en la estandarizacidn de
extractos alergénicos no es indicativa de su actividad alergénica e
inmunagénica, debido a gue no todas las proteinas tienen actividad;
pero si se pueden estandarizar con los métodos bioldgicos in_vive e
in vitro: puncién equivalente de histamina e inhibicibén del 50% de

la prueba radioalergosorbente respectivamente.
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En la prucba de la inhibicidén radioalergosorbente, como ya se
habia mencionado se busca la concentracidn de extracto alergénico
que inhiba el 50% de los enlaces entre el antigeno en fagse sélida -
y el anticuerpo IgE obtenido de la mezc:a de sucros de los pacientes
que habian sido sometidos a la puncidén equivalente de histamina. A
la concentracién que inhibe el 50% del RAST se dice que equivale a-
un HEP. Esta equivalencia es de gran utilidad en la produccibn de
lotes posteriores a los cuales solamente se les correrd la inhibi-
cidén del RAST utilizando necesariamente la misma mezcla de sueros.
Si la dilucidén de un extracto alergénico X que inhibe el 50% de RAST
cs mayor que la dilucibn de referencia, entonces el lote se deberd -
diluir con solucién de Evans, pero si esta dilucidn fuera menor, el
lote deberd concentrarse por didlisis. En ambos casos lo que se -
persigue es que el 50% de inhibicidén del RAST por el lote X sca --
igual a la dilucidén de referencia y as{ garantizar que todos los -

lotes tengan la misma potencia alergénica e inmunogénica.
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11 CONCLUSIONES.

.~ Se logr§ la estandarizaci6n biolSgica de los estractos
alergfnicos mediante la utilizacién de las unidades HEP
Y la inhibici6n del RAST.

.~ No existe relacién entre el contenido de nitrfgeno pro-
teico de los extractos alergénicos y su capacidad inmu-
nogénica.

.~ Se encontrS que el HEP y la inhibici8n del RAST es una
medida biolSgica fitil en el conocimiento de la concen-
tracidn 6ptima de extracto alergbnico a utilizar en el
diagndstico e inmmoterapia de las enfermedades alér-

gicas,

.— Se pueden obtener extractos alergfnicos de referencia

para estandarizar otros lotes.
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B}

D)

E)

F)

12 ANEXOS.

PREPARACION [E SOLUCIONES.

Solucifn de Evans
Cloruro de sodic

Fosfato monobfsico de potasio

Fosfato de sodio dibisico
Fenol

Agua destilada c.b.p

pil final

Mezela digestora.
Sulfato de cobre
Oxido de selento

Acido sulf@rico concentrado

Acido fosfbrico
Solucifn indicadora A

Solucién indicadora B
Verde de bramocresol
Rojo de metilo
EBtanol

Solucién de Scido bSrico
Acido bSrico
Aqua destilada
Soluci6n indicadora A
Solucibn indicadora B

Mcidd clorhfdrico 0.01136 N
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I3mg
66mg
100ml

10g

1.4L
70mlL
20mL

1000ml



H)

I)

K

Carbonato de calcio 0,01 N 1000ml
Solucifn lavadora
Solucifin aditiva 16.0m1
Cloruro de sodio 9.0q
Aqua destilada 100m1
Soluctén frenadora.
Carbonato de sodio 4.2
Agua destilada 100ml

SolaciSn sustrato. Omtiene o-nitrofenil- - galac&Ssido
vy qlutatibn

Solucifn saturada de hidrfxido de sodio
Hidrxdido de sodio 60.0g
Aqua destilada 100mL

Mezcla de sueros, Esta se prepara a partir de los sucros

de los pacientes que son senaibles al -
alergeno, mezclando partes iguales,
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