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INTRODUCCION

Los hongos se encuentran universalmente distribuidos y con frecuencia
constituyen ¢l grueso de materiales biogénicos en suspensién, tanto esporas
como conidios y micelios son liberados y transportados por el viento. En la
actualidad, es cominmente aceptado el potencial de los distintos hongos para

inducir enfermedades por hipersensibilidad mediadas por anticuerpos de clase

IgE.

Aunque existen unas 300,000 especies de hongos, alrededor de unas 100 son
necesariamente patdgenas para mamiferos mientras que las de interés

alergolégico no exceden las cuatro decenas.

El papel de los hongos en la patogénesis de las enfermedades alérgicas data
desde el siglo X, siendo Maimonides ¢l primero que relacioné los conidios
ambientales con enfermedades respiratorias. Pero no fue sino hasta la segunda
mitad de este siglo que se empieza a estudiar a fondo el problema de la alergia

causada por hongos.

Las investigaciones recientes sobre aeroalergenos se han enfocado principalmente
en acaros y pélenes, no obstante, los hongos por su ubicuidad son frecuentes no
solo en el exterior, sino también en espacios cerrados colocandolos asi, en tercer
lugar en importancia alergénica. Sin embargo, sus efectos sobre individuos
especificos a menudo son dificiles de valorar, por lo que muchas especies todavia

estan a la espera de un estudio clinico inicial.
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Introduccion

Entre los acroalergencs, solo las particulas fiingicas se derivan a menudo de
fuentes enteramente microscopicas, una situacion que limita en gran medida el
valor de las observaciones de campo. En consecuencia, los riesgos de la
exposicién se manifiestan casi exclusivamente a través de! muestreo directo de
los materiales en suspension. Sin embargo, debido a la diversidad de sus
tamanos, las emanaciones fungicas se han valorado de una forma menos exacta
mediante métodos gravitacionales que tienden a ocultar la prevalencia de las

unidades mas pequenas.

Actualmente géneros como Aspergilius, Alternaria, Penicillium y Cladosporium son
de suma importancia en la etiologia de las alergias respiratorias, incluso los
niveles de investigacién estan enfocados a la caracterizacion de las fracciones
alergénicas. Sin embargo, el diagnédstico especifico de la enfermedad alérgica por
hongos, se ve obstaculizado por la dificultad de obtener extractos alergénicos
estandarizados, debido a la complejidad de las caracteristicas morfologicas,

reproductoras e inmunoguimicas de estos organismos.

Por todo lo anterior, surge la necesidad de actualizar y reforzar el conocimiento
con que se cuenta en este campo, enfocado al avance cientifico en el diagnéstico
de la alergia causada por hongos y desde luego, encaminado a la obtencién de

resultados promisorios en ¢l tratamiento del paciente alérgico.

11
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
* Reconocer la importancia que tienen los hongos en la etiologia de
enfermedades alérgicas, con base en el analisis de estudios nacionales e

internacionales.

OBJETIVOS PARTICULARES
= Recopilar bibliograficamente las investigaciones y estudios realizados sobre

alergias causadas por hongos.

= Identificar los géneros que hasta la actualidad han sido responsables de
enfermedades alérgicas, asi como las moléculas alergénicas reportadas para

cada especie,

= Con la informacién obtenida, proponer medidas eficaces para el control y

prevencion de las alergias causadas por hongos.



I. RESPUESTA ALERGICA

1.1 ANTECEDENTES: HISTORIA DE LA ALERGIA

esde hace tiempo se conoce la respuesta alterada del organismo ante la
presencia de ciertas sustancias que generalmente para la mayoria de
las personas no causarian ninguna reaccién, pudiendo ser: pélenes,
Acaros, detritus, caspas, epitelios y salivas de animales, alimentos,
medicamentos, hongos, etc., encontrandose la mayoria de ellas en el ambiente.
La historia de la alergia constituye una demostracidn del camine que puede
seguir ¢l razonamiento cientifico que, partiendo de un fenémeno inesperado e
inexplicable, llega después de varias generaciones a una interpretacién racional,
que va mas allA de la observacién inicial ¥y que pone al descubierto nuevas

perspectivas tiles para el control de las enfermedades humanas.

Jean Paupe®® propuso a Menes, faraén Egipcio, como el alérgico mas antiguo al
haber encontrado la muerte cuando fue picado por una abeja, situaciéon
representada en un jeroglifico (300 afios a.C.]. De igual manera, fueron muchos
los autores griegos que hablaron de esta respuesta del individuo: Ptolomeo,
Didscorides, Galeno, etc. Lucrecio (109-35 a.C.) en su obra <<De rerum natura>>
hablaron de “aquellos alimentos que tolerados por unos son venenos para otros”.
Posteriormente, Kant describio esta especial forma de reaccion como cualitates
ocultas. En 1819 Bostock hizo la primer descripcién c¢linica detallada de la fiebre

del heno (rinitis alérgica). Blakey en 1873, demostré que los pdlenes de pastos
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Respyesta alérgica

eran los causantes de la fiebre del heno y no el aroma de las mismas como se
creia,s?

Fueron Richet y Portier en 1902 los que, experimentando en perros,
descubrieron un nuevo fenémeno: el animal, tras una segunda administracién de
antigeno obtenido de extractos de actinas (medusas), llegaba a una situacién en
la que experimentaba una reaccién manifestada por un conjunto de signos y
sintomas que recibié el nombre de shock anafilactico (y que consideraron
consecuente con una falta de proteccién). Esta reaccién que podia ser inducida
mediante la exposicion por segunda vez al antigeno, la denominaron anafilaxia
(sin proteccién). Actualmente se puede afirmar que anafilaxia es el estado de
hipersensibilidad especifica de un organismo que habiendo estado en contacto
con una sustancia sensibilizante (ya sea por inhalacién, inyeccién, ingestion o via
cutanea), desencadena una respuesta hiperérgica violenta, con alteraciones en
diversos 6rganos y sistemas que en grado extremo pueden llevar al shock.#6.59

En 1903, Arthus comprobd gue las inyecciones subcutaneas de suere de
caballo aplicadas en el mismo lugar cada seis dias en un conejo, y que fueron
bien toleradas las tres primeras veces, en las aplicaciones siguientes produjeron
fendmencs inflamatorios a los que signié una necrosis cutdnea que aparecié al
cabo de seis a ocho horas. Arthus interpreté el fenémeno como una anafilaxia
local provocada por una sustancia no tdxica,

Un afio mas tarde, en 1904, Theobald Smith eligi> al cobayo para
desencadenar en él un shock anafilactico después de inyectarie alblimina de
huevo. Casi en seguida de la inyeccion, ¢l animal se echaba, su respiracion se
hacia mas dificil y moria finalmente por una brusca contraccién de los bronquios:
se trataba de un broncoespasmo experimental, también Hamado crisis de asma
mortal #6.5%

Bela, Shik y Pirquet se dedicaron al estudio de los fenomenos que se
presentaban al inyectar de manera subsecuente la antitoxina diftérica con suero
de caballo, se dieron cuenta de que al reinyectar esta sustancia, el paciente
presentaba a los diez minutos una reaccién caracterizada por la formacién de
roncha y eritema, ademas de sintomas generales. En 1906 publicaron sus

resultados en los que introdujeron el término de alergia (allos-otro, ergos-
14
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Respyesta aléraica

respuesta), que sirvié para designar la capacidad que tiene el tejido para
reaccionar de forma diferente a la habitual, bajo un estimulo subsecuente a una
sustancia extrafia sensibilizante; la innovacién no tardé en ser marco de

discusion en el mundo de la inmunologia.®!

Alergia actualmente es sinénimo de hipersensibilidad inmunolégica y
consiste en el dafio tisular caracterizado por una respuesta inflamatoria debida al
contacto constante y subsecuente con moléculas alergénicas. Esta mediada por la
interaccién de alergenos de origen exdgeno o enddégeno, con anticuerpos (IgG, IgM
6 IgE) o linfocitos T sensibilizados. Cuando una respuesta inmunoldgica se
produce de forma exagerada o inadecuada, causando lesiones histicas, se aplica
el término de hipersensibilidad. Las complicaciones se presentan cuando la
exposicion al alergeno ocasiona una respuesta inmunolégica denominada
sensibilizacién. En este punto el individuo es asintomatico hasta posteriores
exposiciones al alergeno en donde ocurrira la reaccién de este Gltimo con el
anticuerpo especifico lo que originara los sintomas y signos de la reaccion

alérgica.™

Entre 1909 y 1910 aparecieron los primeros ensayos de desensibilizacién a
los polenes por via nasal (Scheppegrell o por inyeccién de extractos {Noon,

Freeman y Koessler).

En 1910, Koessler en Alemania y Meltzer en los Estados Unidos
mencionaron el origen alergénico del asma. Esta hipétesis volvié a ser tomada en

Francia por Widal en 1914, quien ia hizo extensiva a la urticaria.

Barger y Dale en 1911 aislaron la histamina y estudiaron a fondo su
accién farmacolégica, afios mas tarde, en 1929 se dieron cuenta de que el
sindrome tdxico producide por ésta sustancia reproducia de manera fiel diversos
sintomas caracteristicos de la anafilaxia aguda. Dale confirmé que al dafarse las
células por diferentes procedimientos se podia liberar la histamina en los fluidos

tisulares. Lewis la denominé en 1927 sustancia H.5%

Como consecuencia del surgimiento del concepto de alergia, aparecieron
las cutirreacciones para el diagnéstico de la tuberculosis {(Von Pirquet 1910), las
15
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Respuesta glérgica

pruebas cutineas con alergenos para el diagnéstico de enfermedades alérgicas
{Cooke 1911) y los primeros trabajos de Noon y Freeman, sobre la

hiposensibilizacién especifica en la fiebre del heno.

Ramirez en 1912 identificé que mediante transfusiones sanguineas era
posible transmitir la sensiblizacién a caballo al paciente receptor y como

consecuencia directa, el asma del donador.s?

La primera descripcién del mecanismo de la reaccién alérgica la efectuaron
Prausnitz y Kustner en 1921, Kustner era alérgico al pescado, inyectaron su
suero en la picl de Prausnitz, esto dio lugar a que tras una inyeccidn posterior de
antigeno de pescado en el sitio sensibilizado apareciera una reaccion inmediata
de roncha y eritema; dejando ver con lo anterior que la hipersensibilidad podia
transferirse pasivamente.8! Descubrieron la presencia de un “principio activo®

como el responsable de esa transferencia pasiva al que denominaron reagina.

Otro hecho importante fue el concepto de atopia {no comin} descrito por
Coca y Cooke en 1923 para referirse a la propension heredada de responder
inmunolégicamente a diversos alergenos independientemente de la via por la cual
ingresaran al individuo, en aquellos aros, la responsabilidad fue atribuida a "las
reaginas circulatorias o atopicas”. El descubrimiento subsecuente de
trasnferencia pasiva a otros alergenos siguié desarrollandose y fue 40 afios mas
tarde cuando Ishizaka en Estados Unidos y Johansson en Suecia, identificaron a
la Inmunoglobulina E (IgE), como el anticuerpo reaginico de la alergia inmediata.

En 1963 Gell y Coombs propusieron la clasificacién de los fenémenos

alérgicos que sigue siendo admitida universalmente.®

Por su parte Gunnar Johansson y Hanz Bennich, publicaron el
descubrimiento de una inmuncglobulina que llamaron IgND. En 1968 la OMS
designé que se trataba de la misma inmunoglobulina reportada por Ishizaka y
Johansson, se denominé oficialmente como IgE y sus propiedades quedarcn

precisadas al correr de los afios posteriores.

En una fase inicial los anticuerpos de la clase IgE se detectaron por
radioinmunoelectroforesis y por técnicas de fijacién de antigeno (Ishizaka y
Hornbrook, 1967). Sin embargo Wide, Bennich y Johansson desarrollaron en
16
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Respuesta alérgica

1968 la prueba de radioalergoabsorbancia{RAST), en la que se media por vez
primera la IgE total y alergeno-especifica in vitro.

La alergia, al igual que algunas otras disciplinas médicas, se vio arrastrada
par el auge creciente de la inmunologia en los Gltimos afios. En 1978 se hablé por

primera vez de la especificidad de la inmunoterapia por Norman y Lichtenstein.s?

1.2 REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD: CLASIFICACION DE GELL Y
CoomMBs

La hipersensibilidad es la manifestacién debida a la interaccién de un antigeno
exogeno o enddgeno, con anticuerpos o linfocitos T. Esta respuesta inmunolégica
sc produce en forma exagerada, poniéndose de manifiesto en contactos
posteriores con el antigeno que la provoca, originando fenémenos inflamatorios y
lesiones tisulares.

Basandose en la naturaleza de la reaccién inmunolégica, Gell y Coombs
clasificaron a las enfermedades alérgicas én 4 grupos:1.79.92

Hipersensibilidad tipo I o anafildctica: caracterizada por la inmediatez de la

reaccién, mediada por anticuerpos de la clase IgE ¢ IgGs, la reaccién alérgica se
manifiesta inmediatamente después del segundo o posteriores contactos con €l
mismo antigeno (alergeno). Esta reaccion depende de la activacion y
degranulacién de mastocitos y/o baséfilos sensibilizados que conduce a la
liberacion de mediadores farmacologicos como histamina, serotonina, factor
activador de plaquetas, leucotrienos y prostaglandinas. Estos agentes bioactivos
producen vasodilatacién, aumento de la permeabilidad vascular y contraccién del
musculo liso, lo que origina las manifestaciones clinicas de rinitis alérgica, asma
extrinseco, urticaria y/o angioederna, en funcién de la severidad de las reacciones

y el organo de choque.

Hipersensibilidad tipo I o citotéxica: Se manifiesta después de la combinacién de
anticuerpos de clase IgG o IgM con los determinantes antigénicos presentes en
células tisulares. El antipeno puede ser parte de la estructura de la célula
implicada, exégeno o hapteno que se adsorbe con la membrana originando dafio

celular por multiples mecanismos: lisis por complemento, opsonizacién por
17
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_Respuesta alérgica

anticuerpos o por complemento, citotoxicidad dependiente de anticuerpos
mediada por células. Algunas de sus inmunopatologias son: enfermedad
hemolitica del recién nacido, tirciditis de Hashimoto, purpura trombocitopénica,

anemia hemolitica autoinmune , agranulocitosis, alergia por medicamentos, etc.

Hipersensibilidad tipo Il o por__inmunocomplejos: corresponde a las

manifestaciones de hipersensibilidad que ocurren cuando se forman complejos
Ag-Ac fijadores de complemento (IgG o IgM), originando depdsitos de éstos, de
forma soluble y son capaces de producir una respuesta inflamatoria en cualquier
tejido que se depositen. Se activa el complemento y los polimorfonucleares son
atraidos al lugar del depésito lo que origina una lesién local. La reaccion tipica de
este tipo es la de Arthus y la enfermedad del suero; en la patologia clinica figuran:
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, poliarteritis y aiveolitis alérgica
extrinseca,

Hipersensibilidad tipe IV o celular: Los linfocitos T sensibilizados reaccionan con el

antigeno, produciendo inflamacién a través de la accién de las linfocinas y
reclutamiento de otras céluias inmunocompetentes en el sitio de contacte con el
antigeno. Para fines practicos se subclasifican como: de contacto, tuberculinico y
granulomatoso. Las lesiones crénicas muestran necrosis, fibrosis v en ocasiones
reaccién granulomatosa caracterizada por la presencia de células epiteliodes
células gigantes de Langerhans. La respuesta cutanea clasica es la reaccidn a la
tuberculina, otros ejemplos son: la lepra, dermatitis por contacto, tuberculosis e

infecciones micéticas profundas.

1.3 FUNDAMENTOS DE LA RESPUESTA ALERGICA

1.3.1 Factores predisponentes y desencadenantes

Existen varios factores de riesgo que predisponen el desarrollo de
enfermedades alérgicas.
A. Predisposicién genética. La predisposicidn alérgica o atopia se hereda, al
parecer, con caracter autosémico dominante a través de un gen situado en el

brazo largo del cromosoma 11q. Se presenta en un 15 a 20% de la poblacién en
18

Facultad de Quimica-UNAM



Respuesta alérgica

general, la edad de inicio es antes de los 14 afios en un 56.45%; de los 15 a los
30 arios en un 35.5%; de 31 a 45 afios en 6.6%, y mayores de 46 afos de edad,
en 1.5%. La probabilidad de expresion en un sujeto en funcién de sus

antecedentes familiares se muestra en la tabla 1.9.5%

Tabla 1. Herencia y desarrollo de enfermedades alérpicasss

40-60%

Uno de los padres alérgico 20-40%
Ninguneo de los padres alérgico 5-15%
Ambos padres con la misma enfermedad 60-80%
Algiin hermano alérgico 25-35%

El parametro que se ha tomado como referencia para predecir la posibilidad de
aparicién de enfermedad alérgica, es el nivel sérico de IgE en corddn umbilical.
Datos familiares y estudios de gemelos demuestran que los valores séricos totales
de IgE tienen caracter hereditario mayor del 50%. Es frecuente observar valores
altos de IgE en individuos atopicos, y miembros de la familia que pueden estar
genéticamente predispuestos a una produccién elevada de IgE. Sin embargo, debe
sefialarse que una persona genéticamente predispuesta puede desarrollar
respuesta IgE unicamente después de la exposicion ambiental al antigeno

ofensor.

Entre otros factores predisponentes podemos mencionar:

B. Naturaleza y niveles de exposicidn al alergeno

C. Edad, sexo y raza

D, Infecciones virales: la asociacién entre infecciones virales de las vias
respiratorias altas, y los episodios de asma en nifios esta bien establecida en la
actualidad.

E. Factores ambientales: intensidad y duracién de la exposicién a éstos.
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Sin duda alguna, corresponde al alergeno el papel mas importante como factor

desencadenante de la respuesta alérgica. El término alergeno denota una

proteina, glucoproteina y ocasionalmente polisacéaridos, capaces de inducir una
reaccién de hipersensibilidad tipo I {mediada por anticuerpos IgE). En teoria,
cualquier molécula externa puede ser un alergeno potencial, pero los que se
identifican con mayor frecuencia son pélenes, caros del polvo casero, hongos y
venenos de himendpteros. La mayoria de los que se han clasificado ¥y

caracterizado a nivel molecular, tienen un peso entre 10 y 70 Kd_ %105

Un alergeno es un antigeno capaz de originar una reaccién de hipersensibilidad
como resultade de los siguientes procesos:9.30.59
© La induccién de formacién de anticuerpos o bien, el estado de
sensibilizacion que se da por el ingreso del alergeno
{independientemente de la via), de tal manera que en los individuos
susceptibles se induce la formacion de anticuerpos IgE.
= Las personas sensibilizadas que mas tarde entran en contacto con
alergenos en niveles de exposicién suficientes, presentaran signos y
sintomas producidos por mediadores inflamatorios que se liberan
como consecuencia de la interaccion del alergeno con el anticuerpo

IgE fijado a las células de los tejidos sensibilizados.

Algunos factores que influyen en la alergenicidad son:9.30.59

» Capacidad para atravesar los mecanismos de defensa primarios:
viene dada en primer lugar por su peso molecular

» Tamario; entre 10y 70 Kd

» Complejidad molecular: son més antigénicos aquellos alergenos
cuyos grupos determinantes poseen una estructura rigida. La
inmunogenicidad aumenta con la complejidad de la estructura
secundaria, terciaria ¢ cuaternaria de la molécula.

» Concentracion: en general, la cantidad de alergeno repercutira sobre
su alergenicidad.

» Solubilidad
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» Estabilidad
» Caracteristicas bioquimicas: proteinas, glucoproteinas y algunos
polisacaridos
» Frecuencia de exposicion: relacionado directamente con factores
ambientales
La frecuencia y magnitud de sensibilizacién al alergeno reflejan la interaccién de
todos estos factores.

Los alergenos que son reconocidos por mas del 50% de la poblacion se
denominan “mayores”; los que son reconocidos por el 15-35% son conocidos
como “intermedios”, mientras que aquellos que reaccionan con menos del 10% se
llaman “menores”.?

De acuerdo al origen y via de entrada al organismo, los alergenos se

pueden clasificar como se muestra en la tabla 2.

Nomenclatura, Por acuerdo internacional, el Subcomittee for Allergen
Nomenclature of the International Union of Immunological Societies ([UIS)
establecid un sistema de nomenclatura para alergenos purificados. Son
nombrados usando las tres primeras letras del género (en cursivas} seguidas por
un espacio; la primera letra de la especie (en cursiva) seguida por un espacio; y
un numero romano, usualmente asignado en orden cronolégico a su
descubrimiento. Asi por ejemplo, la designacién correcta del alergeno principal de

Altermnaria alternata es Alt a 1.9.105

Los alergenos se clasifican de mayor a menor grado de alergenicidad e
importancia, en funcién de su potencial alergénico:*

A = Muy alergénico

B = Medianamente alergénico

C = Escasamente alergénico

Esta clasificacion se utilizara para casos especificos en el capitulo cuatro.
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% s e w9
INHALABLES: se Al ser| Como ejemplos se
clasifican de transportados | pueden mencionar
acuerdo a su por el aire los pélenes,
origen en:| {anemdfilos), se| hongos, bacterias,
Vegetal, ponen en| epitelios y salivas
Microbiano,| contacto con la de animales,
Animal ¢ mucosa nasal, Acaros y
Insectos bronquial yfo cucarachas.
conjuntival

Se encuentran en
los alimentos y
medicamentos
administrados por
via oral. Entre los
EXOGENO: su mAs comunes se
acceso al La respuesta tiene a la leche,
- uede ser al huevo, pollo,
organismo groducto tal | mariscos, pcsl::do,
puede ser por | INGERIBLES como se ingiere frutas como
ALERGENOS via respiratoria o bien a sus manzana y
' metabolitos platano.
digestiva, por Medicamentos:
penicilina, acido
contacto con la acetil salicilico,
piel o por via sulfas y vitaminas
de! complejo B.
parenteral Los venenos de
Los alergenos himenédpteros y
pueden ingresar algunos de uso
por diversas| humano como la
INYECTABLES vias: insulina,
intradérmica, vitaminas,
subcutanea, | penicilina, medios
intramuscular o de contraste
intravenosa radiogriafico, ete.
Entran en Detergentes,
CONTACTANTES contacto directo cosméticos y
con la piel metales.

ENDOGENO Referente a enfermedades de naturaleza autoinmune
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1.3.2. Células y mediadores que participan en las reacciones de
hipersensibilidad inmediata

A. CELULAS
Mastocitos y baséfilos

A finales del siglo XIX, Erlich describe dos tipos celulares que se
caracterizan por sus prominentes granules citoplamaticos afines a determinados
colorantes basicos. El primero de ellos, el mas:cocito, se encuentra fijo al tejido
conjuntive, mientras que el basofilo, circula libremente en el torrente

sanguineo.s?

El papel protagonista que se otorga a estas células se fundamenta en tres
hallazgos: el descubrimiento de la IgE, !a comprobacion de la existencia de
receptores de alta afinidad para la fraccién Fc de la IgE en la membrana de estas
células y la observacién de que la unién del antigeno a esta IgE que esta fijaen la
superficie de las células, induce la liberaciéon de los mediadores contenidos en

sus granulos.

Todos los mastocitos son derivados de progenitores presentes en la médula
6sea, normalmente no se encuentran en circulacién y la caracteristica mas
importante de esta célula, que puede adoptar forma redonda u oval, es la
presencia de prominentes granulos citoplasmaticos que ocupan précticamente
todo su citoplasma, que se tifien intensamente con una amplia gama de
colorantes de caracter basico {azul de metileno, azul de toluidina). El tamano de
dichos granulos oscila entre 0.2 y 0.4 mm de diametro. Contienen protecglicanos
acidos. La distribucién de estas células por los tejidos es bastante generalizada:
piel, tejido linfoide, atero, tracto urinario, lengua, capas submucosa y subserosa
del tracto digestivo, y en torno a vasos de diverso calibre. En el pulmén pueden
encontrarse tanto en el tejido conjuntivo como en los espacios subepiteliales. En
piel se estima una distribucién aproxir;lada de 10000 mastocitos por milimetro

cubico, 17992

Los basdfilos comparten ciertas similitudes con los mastocitos. Derivan de la
médula dsea y contienen granulos que ligan colorantes basicos. Su numero en
sangre periférica varia de entre 20 y 45 células por microlitro, y tienen una vida
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media apriximada de tres dias. Son capaces de sintetizar algunos de los
mediadores que fabrican los mastocitos. Al igual que éstos, presentan receptores
de alta afinidad para la fraccién Fc de la IgE (FceRl} y pueden ser activados
cuando el alergeno se une a la IgE. A pesar de las similitudes, el baséfilo parece
scr un tipo de célula diferente al mastocito. El baséfilo madura en la médula osea
y circula en su forma diferenciada. Como otros granulocitos, entra en los tejidos

sélo cuando es reclutado en zonas inflamatorias. §.79.92

Eosindéfilos
Los eosindfilos son células derivadas de la médula ésea cuyos granulos contienen
proteinas béasicas que ligan colorantes acidos como la eosina y poseen un nicleo
bilobulado de 12-17 pm. Esta célula participa tanto en el proceso de inflamacion
como en la respuesta inmunc cspecialmente relacionada con los procesos
alérgicos y la infeccién por helmintos. Existe un factor activador de eosindfilos: la
IL-5, se sabe ademads que tienen receptores para IgG, asi como para las fracciones
C3 y C4 del complemento. Poseen dos tipos de granulos, los primarios o
distintivos y los secundarios pequefios y claros que contienen arilsulfatasa,
fosfatasa 4cida y colagenasa. Las dos proteinas mayores de los granulos del
eosinéfilo se llaman proteina basica mayor (MBP) y proteina catiénica del
eosindfilo (ECP). La primera se encuentra en el nutcleo del granulo e integra un
55% de su constitucién, realiza varias funciones entre las que se encuentra la
toxicidad sobre helmintos. La segunda se encuentra en la matriz del granulo,
neutraliza la actividad anticoagulante de la heparina, potencia la activacién del
plasminégeno, es téxica para parasitos, posee efecto neurotoxico, inhibe la
proliferacidn de linfocites y estimula la liberacién de histamina por mastocitos.5

La proteina de cristales de Charcot-Leyden (CLC) se localiza en la
membrana del eosindfilo al cual da actividad de lisofosfolipasa y forma los
cristales hexagonales bipiramidales que los distinguen de otras células.

La peroxidasa del eosindfilo tiene un P. M. de 67-77 Kd, se localiza en la
matriz del granulo y entre sus funciones esta el destruir microorganismos,

células tumorales, inactivar leucotrienos e inducir la liberacién de histamina.
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Neutréfilos

Es la célula m4s abundante en la sangre que asume la mayor responsabilidad
frente a la infeccién. Permanece en circulacion durante seis horas y presenta en
su superficie receptores para C3b y Fe. Tienen granulos azuréfilos (primarios) con
la tincién de Wright, y otros llamados especificos [secundarios), cuya composicién
varia de uno a otro, éstos son los que prevalecen en la célula madura. Cuando el
neutréfilo llega a la zona del tejido que esta siendo alterado, se generan una serie
de procesos que llevan a la destruccién de la bacteria invasiva acabando con la
infeccién. Las particulas opsonizadas con IgG y factores del complemento se

adhieren a los neutréfilos por interaccion con los receptores para Fe y C3b.1.89.79

Macréfagos y monocitos

Los monocitos no son muy abundantes en la circulacién periférica donde
representan tnicamente del 1 al 6% de todas las células sanguineas nucleadas.
Son producidos en la médula 6sea y liberados después a la sangre donde circulan
aproximadamente un dia antes de establecerse en un sitio de residencia
permanente en un tejido. Una vez situados asi, las células se denorninan
macréfagos. Son células relativamente grandes que forman parte de un gran
grupo llamado fagocitos-mononucleares. La funcién fundamental del macréfago
es la presentacién de antigenos a linfocitos con les que guarda una relacién
intima como regulador de la respuesta inmune, Dentro de los macréfagos
tenemos los M1 (5-10 pm]), M2 (12-15 pm) con receptores para Fc y C3b, y
finalmente M3 (10-20 pmj con funciones tisulares.1.59

Plaquetas

Las plaquetas juegan un papel importante dentro de la respuesta inmune,
independientemente de su labor como célula fundamental dentro de la
coagulacion. Cuando se activan producen aumento de la secrecién de los
basdfilos, en concreto de histamina, a través de factores solubles secretados por
las propias plaquetas. Estas células se unen con facilidad a los complejos
vasoactivos en presencia de complemento {C3, CS5a), lo cual unido a las

prostaglandinas potencia €l proceso de inflamacion dando lugar también a
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alteraciones en vasos y musculo liso. A su vez el factor activador de plaquetas
(PAF), liberado por mastocitos y baséfilos conduce a una agregacion plaquetaria,

1o que se traduce en liberacién de histamina y serotonina.s?

B. MEDIADORES
Es posible clasificar a las sustancias mediadoras bajo tres aspectos:
1. Mediadores primarios o preformados. De rapida liberacion.
2. Mediadores generados secundariamente por los primarios en células y
tejidos.
3. Mediadores generados por la activacion del mastocito. Tardan algunos

minutos en formarse.

Mediadores preformados

Histamina

Es una de las sustancias méas importantes en la reaccion inflamatoria alérgica, se
sintetiza en el aparato de Golgi de mastocitos y baséfilos mediante
descarboxilacién de su aminoacido precursor: la histidina. La mayor fuente de
histamina (5-beta-imidazol-etilamina) la constituyen los mastocitos y los
baséfilos. Su principal accién tisular conduce a un incremento de la
permeabilidad vascular por dilatacién venosa y formaciéon de poros endoteliales.
El periodo de maxima liberacién en el mastocito suele ser de 10 minutos,
mientras que en el basdfilo va de 20 a 30 minutos. E! estimulo maximo de
liberacion de histamina es treinta veces mas potente en los basdfilos que en los
mastocitos. Su actividad biolégica depende de la activacion de receptores
celulares de superficie. Hasta el momento se conocen los receptores de histamina

H,, H2 y Hs. En la tabla 3 se presenta su accién. 59
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Tabla 3. Respuesta mediada por histamina

Contraccién del musculo liso

Incremento de la permeabilidad vascular

Incremente de la GMPc
Prurito

Generacidn de prostaglandinas

Taquicardia

Estimulacién de nervios sensoriales

Sccrecwn de ac1do gastrlco

Secrecion de mucosa respiratoria

Incremento de AMPc

Contraccion esofagica

Inhibicién de la funcién de linfocitos

Inhibicion de la degranulacuﬁn de baséfilos (no mastocitos)

protcnsmn
Cefalea

Flushing {enrojecimiento de la piel)

Proteoglicanos: constituyen la mayor parte de la matriz del granulo y son
glucoproteinas de caricter polianiénico que determinan las interacciones con el
resto de los componentes del mismo, y a su vez determinan la rapidez de
respuesta al estimule antigénico.

Los mastocitos contienen fundamentalmente heparina, mientras que los
baséfilos presentan condroitin sulfato mezclado con pequefias cantidades de

heparina.

Heparina
La alta densidad electrénica de este compuesto lo hace actuar como mecanismo

de almacenamiento de la histamina, factores quimiotacticos y de otros productos
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con actividad biclgica que se encuentran dentro del granulo. Es la presencia de

zinc en el interior de éste lo que permite la conjugacién de histamina y heparina.

Condroitin sulfato

Las funciones de estas sustancias son mas desconocidas que la heparina,
aungue se suponeé que son similares, al menos en lo que se refiere a sus
caracteristicas histoquimicas y en su relacion a los demas componentes del
granulo. Lo que se conoce mejor €s que estos proteoglicanos son codificados por
el mismo gen, produciéndese la diferenciacién entre ellos mediante reacciones

posteriores.5?

Exoglicosidasas

Su funcién primordial €s separar aziicares terminales de moléculas principales.
Junto a la arilsulfatasa forman parte de las hidrolasas acidas, las cuales se
encuentran en una proporcién importante en los granulos de los mastocitos. Las
exoglicosidasas son:

1. Beta-hexosaminidasa. En mastocitos humanos predomina el isomero B y
se libera a la vez que la histamina. Su funciéon primordial parece ser la
degradacién de glicoproteinas y proteoglicanos.

2. Beta-galactoronidasa. Su funcién e¢s la misma que la anterior, se
encuentra fundamentalmente en polimorfonucleares y macréfagos, aunque
también la encontramoes en mastocitos.

3. Beta-galactosidasa. Se libera como las dos anteriores junto a la histamina
por activacién via IgE, actuando junto a otras hidrolasas acidas, pero se

desconoce en que forma se encuentra en mastocitos,

Factores quimiotdcticos
Estos generalmente se encuentran preformados en los granulos de las células.
Los que mas interés generan son los que afectan directamente a neutréfilos y
eosindfilos.
1. Factor quimiotdctico para neutrdfilos (NCF). Es un oligopéptido de 75 Kd,
actia de modo especifico sobre neutréfilos y en menor medida sobre
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eosindfilos. A clevadas concentraciones inhibe la migracién de ambas
células.

2. Factor inflamatorio de la angafilaxia {IF-A). Es un factor quimiotactico para
neutréfilos y células mononucleadas caracterizado como péptido terminal
de 1.3 Kd y compuesto de 13 aminoacidos.

3. Factor quimictdactico de eosindfilos para la anafilaxia (ECF-A). Hay descritos
dos tetrapéptidos que son selectivos para ecsindfilos y liberados al medio
extracelular por un mecanismo mediado por IgE.

4. Histamina. También tiene un efecto quimiotictico sobre eosindfilos que

podria explicar la asociacién de estas células en la respuesta alérgica.

Bradiquininas y quininas afines. Quininogenasas.

Las quininas son un grupo de pequefios péptidos Dbasicos liberados
enziméticamente de precursores proteicos de alto peso molecular ¥y de un
estimulo inflamatorio. La activacién enzimatica de quinindgenos ocurre
normalmente a través de una o varias kalicreinas; éstas son serinproteasas,
presentes en plasma y tejido en forma inactiva (prekalikreinas). Algunos de los
efectos de las quininas incluyen caida de la presion arterial , incremento en la
permeabilidad vascular estimulacion de la contraccién de misculo liso y sintesis-

liberacion de otros mediadores.s9

Enzimas oxidativas de mastocitos
La enzima superdxido dismutasa facilita la dismutacion del anion superédxido en
el peroxido de hidrégeno, lo que protege a los tejidos de la accién toxica de este
radical; esta enzima permanece fuertermente unida a la matriz del granulo
después de la degranulacion y al liberarse del mastocito en pequefias cantidades.
La peroxidasa es una enzima que cataliza la formacién de agua a partir de
peréxide de hidrégeno y que se libera en procesos inmunoligicos tras
estimulacién dependiente de IgE. Se conoce su capacidad para inactivar a las

sustancias de la reaccion lenta de la anafilaxia.
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Proteasas neutras

Constituyen un tercio de la proteina total de los mastocitos y son enzimas de
accién proteolitica muy intensa a pH neutro. Dependiendo de su procedencia
tanto baséfilos como mastocitos contienen enzimas con actividad de tripsina,

quimiotripsina o ambas.

Mediadores de nueva formacién

Mediadores derivados del dcido araquidénico

Productos de la ciclooxigenasa (Prostaglandina y Tromboxanos)

El mastocito es capaz de generar prostagladinas (PG) y tromboxanocs en su
citoplasma, asi como de inducir su formacion en los tejidos adyacentes a sus
granulos. Las sustancia mas abundante sintetizada tras activacién inmunolégica
de estas células es la PGD2 que tiene una accién broncoconstrictora. La PGE2
puede inhibir la degranulacion del mastocito, es un probable relajador muscular
¢ inhibidor de la liberacién de mediadores quimicos. La prostaglandina PGI2, por
su actividad desagregante de plaquetas, y los tromboxanos TXA2 y TXB2,
favorecedores de Ia agregacion plaquetaria, podrian ser reguladores

homeostaticos de la coagulacién sanguinea.?.39

Sustancias derivadas de la lipooxigenasa

Estas sustancias producen una prolongada contraccion del misculo liso que no
es inhibida por la adicién de antagonistas para los receptores de hitamina. Los de
mayor importancia son los leucotrienos sulfopeptidicos que contienen cisteinilo
(LTB4) y los que forman la antes llamada sustancia de reaccién lenta de la
anafilaxia (LTC4, LTD4 y LTE4).

Factor activador de plaguetas

Se denomina PAF. Su formacién y secrecién depende de la IgE y se produce
fundamentalmente en monocites y linfocitos polimorfonucleares. Actia como
agregante plaquetario dependiente de calcio que induce la liberacion de los

constituyentes contenidos en los granulos de las plaquetas.
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Otros mediadores

Anafilotoxinas, C5A, C34, C4A

Liberan histamina de monocitos y baséfilos. Estimulan la contraccién del
miisculo liso, incrementan la permeabilidad vascular y activan la liberacién de

granulos de leucocitos polimerfonucleares.

Gitoci
Tanto linfocitos como monocitos producen sustancias solubles (linfocinas y
monocinas), las cuales actian como controladoras de la respuesta inmune.
Tienen un importante papel tanto en la respuesta crénica aguda como crénica de

la inflamacién y se exponen en la tabla 4.20.59

1.3.3 Inmunoglobulina E (IgE)
Estructura y propiedades fisicoquimicas

La IgE es una glucoproteina con un alte contenido en hidratos de carbono
(12%), ¥ un peso molecular de 188.000 d. Es una inmunoglobulina termolabit
que no atraviesa placenta ni activa el sistema del complemento por la via clasica,
aunque puede hacerlo por la via alterna. En condiciones normales, constituye
menos del 0.001% de todas las inmunoglobulinas circulantes, siendo su sintesis
diaria aproximada de 0.002 mg/kg peso, con una concentracién media en suero
de 0.05 mg/ 100 mL y una vida media de dos dias. Esta formada por dos cadenas
ligeras (kappa o lambda), y dos cadenas pesadas épsilon, cuyo peso molecular de
72.500 d sugiere que poseen aproximadamente 550 aminoacidos cada una,
distribuidos entre cuatro dominios de la region constante {Cel, Ce2, Ce3 y Ced).
Existen ademas varios puentes disulfuro intra e intercatenarios, asi como
multiples unidades oligosacaridicas. Tiene importancia como mecanismo

defensivo frente a parasitos,0.52.79
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Macrofagos,
linfocitos B

Tabla 4. Citocinas

T

ndoteho,

fibroblastos,
etc.,

Linfocitos T, B,
macréfagos,
endotelio,
células histicas.

Respuesta alérica

_ Ju -
Activacién linfocitaria,
estimulacién de los
macrofagos pirexia, aumento
de adherencia
leucocitoendotelial

IL-2

Linfocitos T

Linfocitos T

Factor de crecimiento de
linfocitos T

IL-3

Linfocitos T

Células
primordiales

Factor estimulador de las
celonias de linaje multiple

IL-4

Linfocitos T

Linfocitos Ty B

Factor de crecimiento de
linfocitos B, regulacién y
sintesis de IgE, activa,
amplifica y mantiene la
respuesta alérgica por células
Th2

IL-5

Linfocitos T

Linfocitos B

Crecimiento/diferenciacién
de linfocitos B, quimiotaxis y
activacion de eosinéfilos

IL-6

Linfocitos T, B
¥ macréfagos

Fibroblastos

Linfocitos B,
hepatocitos

Crecimiento/diferenciacién
de lindocitos B, respuesta g
fase aguda, sintesis de IgE

IL-7

Linfocitos T y B

Proliferacion de linfocitos T y
B inmaduros

IL-8

Factor quimiotictico para
PMN v linfocitos T

IL-10

Thl

Suprime sintesis de citocinas
de células Thl. Suprime la
proliferacién de Thi. Inhibe
produccién de IL-1, 1L-6, IL-8

IL-12

Suprime la sintesis de IgE en
cultivos, Induce produccion
de IFN-gamma, Proliferacién
de linfocitos T activados.
Facilita actividad litica de
células NK.
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Receptores para la fraccién Fc de la IgE

Receptor de alta afinidad

El contacto de los alergenos con las ¢élulas diana no se produce de forma directa,
sino a través de la IgE previamente fijada a su membrana por medio de
receptores especificos de alta afinidad (FceRI), que se localizan en mastocitos,
basofilos y células de Langerhans. El numero de recptores que presentan estas
células es variable de un individuo a otro, siendo mucho mayor en individuos
alérgicos (hasta 100,000 por célula) que en los no alérgicos (5,300 a 27,000 por
celula), ya que la expresion de dichos receptores es modulada por los niveles de
IgE. El FceRI participa en la regulacién de su propio ligando {IgE}) v en la
proliferacién y diferenciacion de células que lo expresan. Su alta afinidad (1x109
M), permite que una gran parte de ellos estén saturados con IgE a pesar de la
baja concentracién sérica de esta inmunoglobulina. Asimismo permite que la lgE
permanezca fija a los mastocitos durante muchas semanas, con una vida media

aparente cinco veces mayor que en el suero.59.92

Receptor de baya afinidad

El receptor de baja afinidad para IgE FceRIl fue descrito inicialmente c¢n
linfocitos. Su expresion en los linfocitos B esta restringida a las células maduras,
también s¢ expresa en la superficie celular de linfocitos T, macroéfagos,
eosindfilos, plaguetas y células NK, lo que se ha relacionado con la citotoxicidad
frente a parasitos IgE-dependiente y con la liberacion de mediadores de la
inflamacién. Han sido descritas dos especies diferentes de receptor, FceRlla y
FceRllb, que se diferencian en seis aminoacidos localizados en la regién N-
terminal citoplasmatica. El FceRlla se expresa en linfocitos B, mientras que el
FceRllb se detecta en linfocitos T, eosindfilos y monocitos, por lo que se ha
sugerido que esta segunda especie de FceRII seria implicada en la fase efectora de
la alergia y la infestacién por parasitos. La primera vez que el FeeRIl fue
identificada se clasificé como CD23, posteriormente se descubrié que se trataba

de la misma molécula, actualmente los nombres se usan como sinénimaos.59.92
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Regulacién de la sintesis de IgE

Se ha podido establecer la importancia de algunas citocinas, en especial la IL-4 y
el IFN-y, como sustancias inductoras e inibidoras, respectivamente de la sintesis
de IgE. Ademas la IL-4 junto con la IL-5 e IL-6 parece participar en la fase
efectora de la respuesta IgE, e induce la expresién de los FceRII. Las células TH2
productoras de IL-4, IL-5 e IL-6, favorecen la produccién de IgE actuando sobre el
linfocito B inmaduro, favoreciendo la transcripcién de la linea germinal para

producir IgE. Las células TH1 por su parte, inhiben su produccién.

IgE y enfermedad
La IgE sérica se puede encontrar elevada en distintas situaciones clinicas como
son;

* Enfermedades alérgicas

* Parasitosis

* Inmunodeficiencias: sindromes de hiper-IgE, Wiskott-Aldrich, DiGeorge,

Nezeloff, Job y déficit selectivo de IgA.
* Otras: mieloma IgE, enfermedad de Hodgkin, hepatopatias crénicas,

corrosis aleohélica, sindrome nefrético idiopético.

1.3.4. Mecanizsmo inmunolégico

La reaccién por hipersensibilidad inmediata se inicia cuando las moléculas
del antigeno forman un enlace cruzado con los componentes Fab de las
moléculas de IgE fijas al correspondiente receptor en la membrana del mastocito
y/o baséfilo. La consiguiente aproximacion de los receptores Fc de la IgE y el
potencial energético que ello trae consigo, van a boner en marcha procesos de
activacion de membrana y citoplasmaticos en los que las enzimas fosfolipasa C,
fosfolipasa A2, proteinquinasa C y metiltransferasa van a jugar un papel
sumamente importante. Todo este proceso va a culminar con la liberacién de
mediadores preformados en granulos secretores y en la produccién y Lberacion
de sustancias de nueva sintesis.
La activacién de mastocitos y baséfilos da lugar a tres tipos de respuestas
biolgicas:1.9.30.59,79,92
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1. Exocitosis de sustancias preformadas contenidas en los granulos de los
mastocitos.

2, Sintesis enzimatica de mediadores lipidicos derivados de precursores de la
membranas celulares y de cuerpos lipidicos.

3. Transcripcién, traduccién y secrecién de linfocinas. Los baséfilos se
degranulan y sintetizan mediadores lipidicos pero no se sabe si sintetizan

citocinas.

El entrecruzamiento de FceRI da lugar a la activacién de una proteina G, la cual
activa a la fosfolipasa C de la membrana que cataliza la ruptura del fosfatidil
inositol bifosfato a inositol trifosfato (IP3) y diacil glicerot (DAG).

El IP3 aumenta la incorporacién de calcio citoplasmatico, y el DAG activa
la proteincinasa C. En el basdfilo la proteincinasa C activada fosforila las cadenas
ligeras de la miosina, esto da lugar al desensamblaje de los complejos actina-
miosina de la membrana plasmatica, lo que permite la fusién de los granulos con
la membrana plasmatica y con ello la exocitosis del contenido de los mismos. La
concentracidon de calcio aumenta, propiciando la activacién de la fosfolipasa A2
{transmembranal) dando inicio a la via del acido araquidénico, que finalmente
secreta mediadores sontetizados de novo.

Ocurre ademas la activacidn de la adenilciclasa a través de otra proteina G;
tal activacidn hace que se eleve el AMPc y se active la proteincinasa A, la cual
inhibe la degranulacién. Quiza esta sea una via de control del mecanismo de
activacién. Fig. 1

También se activan otras dos enzimas, la metiltransferasa (que convierte la
fosfatidiletanolamina en fosfatidilcolina) y las serinproteasas.

Los acontecimientos que siguen a la degranulacion de mastocitos y
baséfilos, son producidos en respuesta a los mediadores exocitados por estas
células y sus efectos se producen dispersos a lo largo de un periodo de tiempo;
esto se debe a lo que tarda en disolverse el granulo que contiene al mediador, y a
lo que tarda este en provocar su efecto especifico. Las consecuencias
fisiopatolégicas dependen de la accién de estos mediadores especificos sobre las
células y wunidades histicas circundantes, y en consecuencia sobre el
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correspondiente érgano o sistema. Una vez que se ha producido la degranulacién,
los mastocitos siguen siendo viables, reconstituyendo sus granulos en un proceso
que aparentemente dura varios dias.

Algunos de los mediadores que son liberados en el proceso de
degranulacién reaccionan con los érganos diana ¥ van a ser los ;?sponsables de
la aparicién de la sintomatologia alérgica de tipo inmediate fundamentalmente,
pero también los mecanismos IgE-dependientes son responsables de reacciones
tardias.

(A) FASE DE SENSIILIZACION: 1a, axposiciin

Nt geers. N
oK
se's |

BEY—2
oy gl
AhKuerpey
(B) #ASE EFECTORA: teoaposician
'.. . ..' Alucgna '-. iad

Canraccda dy mirou's bia ! Untocinas
it

Feimmabiitag iscular Eacruves gobmickeicos
N

Fig. 1. Funcién del sistema inmunitario en la alergin. A: Fase de sensibilizacién que
muestra la respuesta inmunitaria a un alergeno, de un estado no sensible {no
alérgico) a uno sensibilizado {alérgico). B: Fase efectora que muestra la reaccién a
una reexposicién del alergeno con el anticuerpo especifico, o a la célula T efectora
sensibilizada especificamente.®2
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2.1 GENERALIDADES

os hongos son un grupo de organismos de los mas variables y polimorfos

entre los seres vivos motivo por el que han sido de los de mayor

controvesia en cuanto a su clasificacion. Inicialmente fueren incluidos en
el reino Plantae, division Mycota y subdivision Tallophyta, debido a la similitud
existente entre las setas (hongos macroscdpicos} con las plantas.1?

Sin embargo, desde 1959 a los hongos se les clasifica dentro del superreino
Eucarionte, en un grupo independiente: el reino Fungae, que a su vez esta
dividido en Gymnomycota y Mastigomycota -correspondientes a los hongos
acuaticos o inferiores-, y Amastigomycota -hongos superiores- gque pueden
reproducirse sexual o asexualmente y que estad constituido por las siguientes
subdivisiones: Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina ¥

Deuteromycotinag. 1945

Actualmente se define a los hongos en general como organismos eucariontes,
heterétrofos, macro o microscépicos, uni o pluricelulares, saprofitos, parasitos o
simbiontes, que se pueden reproducir sexual y/o asexualmente y cuya unidad
anatémica es la hifa.10.35

Existen dos tipos de células fingicas: las somaticas en las cuales el
proceso de divisién cetular es a base de mitosis y las reproductoras en las que la

divisién es por meiosis.
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La membrana celular de los hongos contiene gran cantidad de esteroles,
principalmente ergosterol; su pared celular esta formada por polisaciridos,
basicamente quitina (N-acetilglucosamina), celulosa, glucanas Y mananas que
son las responsables de conferir rigidez a la pared celular y son importantes en
las propiedades antigénicas.+$

Su nutricién es a partir de sustancias organicas simples o elaboradas,
realizindola de dos maneras: sapréfita cuando toman sus nutrientes de materias
organicas muertas o en descomposicién, y parasita cuando se nutren de materia
viva. Sus fuentes principales son a base de CO,, H20, sales de nitrégenc y de
carbohidratos principalmente glucosa, sacarosa y maltosa. Pueden almacenar
acidos grasos, acil-gliceroles y glucdgeno en vacuolas.!0

La mayoria de los hongos tienen un rango de temperatura éptimo entre 20-
25°C. Pueden subsistir en rangos de pH amplios aunque crecen en medios
ligeramente &cidos (6.0 y 6.5). Un factor importante para su crecimiento es la

humedad relativa que favorece su desarrollo del 60 al 80%.

Tanto hongos macroscépicos como microscopicos estan formados por estructuras
filamentosas que son las unidades funcionales denominadas hifas. Estas
estructuras cilindricas o tubulares, generalmente ramificadas estin cubiertas por
una membrana que contiene el protoplasma y fuera de ella por la pared celular.
Las hifas sirven para sostener a las formas de reproduccién. Al conjunto de hifas
se le denomina micelio que puede ser homo o heterotalico, dicaridtico y rara vez
diploide.'!* En los hongos unicelulares la hifa esti representada por las

levaduras.

A su vez, las hifas se subdividen por algunas caracteristicas especiales en;:10.45

» Hifas cenociticas: se caracterizan por tener un solo protoplasma que se
extiende a lo largo de todos los filamentos con numerosos niicleos.

e Hifas septadas: estan interrumpidas a intervalos regulares o irregulares por
septos trasnversales dividiendo a ias hifas en células que a su vez pueden ser

uninucleadas o multinucleadas.
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De acuerdo a su origen se dividen en:

Hifas verdaderas: propias de los hongos filamentosos, formadas a partir de un
conidic o espora.
Pseudohifas: propias de los hongos levaduriformes, se forman a partir de

gemaciones (blastoconidios).

En cuanto al micelio, de acuerdo con algunas de sus caracteristicas se pueden

distinguir los siguientes tipos:10.45

+

Por su funcién:

Vegetativo o de nutricién: se encarga de la absorcion y transformacion de los
nutrientes, se encuentra inmerso en el sustrato.

Reproductivo o aéreo: se encarga de soportar las estructuras y formas de
reproduccion, se encuentra libre.

Por su forma:

Filamentoso: propio de los hongos mohos, se extiende en el sustrato en todos
los sentidos dando aspecto de masa algodonosa.

Levaduriforme: propio de las levaduras, se distinguen por presentar colonias
de tipo mucoide.

Por su diametro:

Macrosiforado: con diametro mayor a 1 um.

Microsifonado: con diametro menor a 1 um, es caracteristico de los

actinomicetos.

De acuerdo a la ausencia o presencia de pigmento:

[n

s}

Higlino: es aquel que carece de pigmento [Mucorales, familias
Tuberculariaceae, Monilaceae)

Pigmentado: es aquel que posee pigmento melanico difundido al medio, es
propio de los hongos dematidceos (Cladosporium, Helminthosporium,

Alternaria).
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Las hifas pueden presentar ciertas modalidades de micelio que son de gran
importancia en la tipificacién de los hongos. Las mas comunes son las
siguientes:10
* Zarcillo: es cuando las hifas se tornan en forma de gancho
(Cephalosporium).
* Espirales: cuando las hifas toman el aspecto de un resorte (T.
mentagrophytes).
* Cuerpos nodulares: las hifas parten de un nudo o masa (hongos negros).
* Candelabro favico: toman el aspecto de candelabro o “cuernos de ante”
{lo desarrollan algunos dermatofitos).
» Hifas pectinadas: sufren elongaciones en forma de “peine”
{Cunninghameila).
* Rizoides: las hifas se difunden en forma de raiz (Rhizopus).
* Coremium: Asociacién de hifas formando un paquete parecido a un “haz
de trigo” (Cephalosporium).

Existen estructuras especializadas lamadas también células conidiogénicas,
estas estructuras son las encargadas de producir conidios imperfectos o
asexuados:
» Conididfore: hifa especializada o prolengacién del talo que soporta a los
conidios.
» Esterigma: pequefia ramificacién o estructura hifal que puede estar unida
al conidiéforo
» Fidlide: estructura que nace del micelio en forma de “florero”, internamente
produce los conidios expulsandolos al alcanzar la madurez.
» Esporangioforo: sostiene al esporangio (se presenta en mucorales como

Rhizopus v Mucor).

Existen ademés otras estructuras que aungue no tienen una funcién
conidiogénica, se consideran especializadas:1045
= Vesicula: prolongacion del conidiéforo en forma de burbuja, caracteristica

del género Aspergilius.
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Esporangio: estructura membrancsa en forma de bolsa en cuyo interior
guarda las esporangiosporas.

Columnela: es una estructura estéril formada por la prelongacion del
esporangioforo, se encuentra dentro del esporangio.

Estolén: hifa que conecta dos grupos de rizoides.

Reproducciéon. En los hongos la reproduccion se puede efectuar por dos

procedimientos: sexual (o telemérfica) y asexual (o anamérfica). La mayoria

presentan estos dos tipos exceptuando a los Fungi imperfecti que carecen de fase

telemoérfica. A las estructuras de reproduccién sexual se les denomina esporas

mientras que las de tipo asexual se conocen como conidios. 45

La reproduccion sexual comprende tres procesos:

>

b4

Plasmogamia: se unen los protoplasmas de las células sexuales y los
nucleos de ambas se aproximan uno al otro.

Fusién nuclear o cariogamia: los nucleos se fusionan formando uno solo,
llevan un mamero de cromosomas y cuando se efectila la cariogamia se
obtienen nicleos con un numero 2n de cromosomas.

Metosis: aqui se reduce el nimero de cromosomas a la mitad, por lo

tanto se obtienen nticleos con un niimero n de cromosomas.

Para la identificacion de hongos es importante conocer los tipos de esporas

sexuales que existen:10.27.45

?

Basidiosporas: caracteristicas de las setas, emergen de una bolsa o
basidio de la que nacen esterigmas que a su vez producen las
basidiosporas.

Zigosporas: formadas por la union de dos hifas sexualmente
diferenciadas: donadoras (+) y receptoras {-), morfolégicamente son
iguales, esto es propio de los mucorales.

Ascosporas: estan contenidas en estructuras cerradas llamadas ascas,
éstas emergen en muchas ocasiones de un estroma que forma el cuerpo

de fructificacion llamado ascocarpo.
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En cuanto a ia reproducciéon asexual o imperfecta, no hay unién de micelios

sexuales, gametos u Grganos especiales. Los conidios asexuales se clasifican en

base a su morfologia v son denominados de acuerdo al tipo de célula

conidiogénica de donde proceden, 10

A. Taloconidios: se forman a partir de la hifa, se dividen a su vez en cinco
grupos:

1. Artroconidios: se forman de la fragmentacién de las hifas (Geotrichum)

2. Blastoconidios: se forman por gemacién (hongos levaduriformes).

3. Clamidoconidios: se forman por el engrosamiento del micelio, son
especificas de C. albicans y algunos las consideran estructuras de
resistencia.

4. Dictioconidios: son conidos muiticelulares que se dividen transversal ¥
longitudinalmente {caracteristicos de algunos géneros de la familia
Dematiacea).

5. Aleuroconidios: son conidios formados directamente de las hifas

(dermatofitos).

B. Conidios: ticnen su origen sobre estructuras especializadas como conidéforos,
esterigmas y vesiculas,
1. Microconidios: son unicelulares (Aspergillus)

2. Macroconidios: son pluricelulares (Helminthosporium, Fusarium)

C. Esporangioconidios: tienen su origen dentro de un saco o bolsa denominado

esporangic, es propio de los mucorales.!?

El conocimiento de las caracteristicas descritas es fundamental para el alergologo
ya que ello resulta una herramienta para realizar una correcta identificacién
micromorfologica del honge en el habitat del paciente alérgico.
Macroscopicamente también existen caracteristicas especificas, se debe
mencionar que los hongos mohos pueden formar colonias de diversos aspectos y

formas: vellosas, polvosas, algodonosas, aterciopeladas, granulosas,
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crateriformes, rugosas, plegadas, planas, convexas, himedas o secas; de diversos
colores: crema, verde, azuladas, amarillentas, rojizas, vino, cafés, negras, opacas;
limitadas o ilimitadas. Sin embargo, los hongos levaduriformes crecen dando
colonias de aspecto cremoso, rugose y plegado, generalmente hiumedas, de color

crema, naranja, amarillo, café hasta negro y son limitadas.

2.2 ANTECEDENTES COMO INDUCTORES DE ALERGIA

En todos los procesos patologicos la historia clinica resulta de vital
importancia, la alergia no es la excepcién, sobre todo cuando es a polenes ya que
resulta posible relacionar los sintomas con determinada época del afio o con los
patrones de polinizacién. En el caso de los hongos esto se dificulta puesto que la
mayoria de ellos son ubicuos y no siguen una regla bien definida respecto a en
que época del afio son méas abundantes. Quizé el primero en notar la relacion
existente entre hongos del ambiente con enfermedades respiratorias fue
Maiménides en Egipto {siglo XII), posteriormente en 1726 Sir John Floyer noté el
desencadenamiento de una crisis intensa de asma en un paciente que trabajaba
en una vinateria.24.89

En 1873 Charles Blackley sugirié la asociacién del “catarro bronguial” con
Penicillium y Chaetomium. En 1875 Storm van Leewen reporté la participacién de
conidios en el asma extrinseco, mas tarde junto con Kremer en 1924, realizaron
pruebas cuténeas con extractos de hongos comprobando el alto poder alergénico
de éstos,82.89

En 1924 Cadham estudié casos de asma debidos a basidiosporas de
Puccinia graminis (roya del trigo), en pacientes expuestos al trigo.2s

En 1928 Hansen aislé del ambiente de pacientes con asma a Aspergillus
Jumigatus y Penicillium glaucus. En 1929 Feidelberg reporté como principales
alergenos fingicos en Norteamérica a Alternaria y Cladosporium. En 1931
Backemann reporté asma severa en trabajadores de hortalizas de tomates debido
a Cladosporium fulvum. En ese mismo aiio Flood e Itkin realizaron estudios de
provocaciéon bronguial haciendo inhalar conidios de Mucor y Alternaria, causando

broncoespasmo ¥ rinitis severa en pacientes asmaticos. 24,87
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Harrris y Pennington en 1941 reportaron de manera independiente asma en
pacientes sensibilizados con dictioconidios de Alternaria liberados en un cuarto
cerrado y aplicados por via intranasal 39

Por lo que respecta a los estudios en la Ciudad de México, Gonzalez Ochoa
en 1943 encontrdé en el aire la presencia de Aspergillus en primer lugar y
Altemaria en segundo. En 1948 Salazar Mallén mencioné que después del polvo
casero, los conidios de hongos atmosféricos ccupaban un lugar importante en el
sur y centro de la Republica. Encontré ademés respuesta positiva de tipo
inmediato en 64 pacientes con asma y rinitis alérgicas frente a Mucor (45%)},
Alternaria (40%), Penicillium (31%), Candida {29%), Monilia y Aspergillus
(25%).8!

Cueva y Montiel por su parte, en 1955 decidieron estudiar el contenido
micdtico de muestras de Herra en varias zonas de la ciudad resultando

Penicillium, Alternaria y Cladosporium los mas frecuentemente encontrados. 8!

Ruiz Moreno y Bachmann en 1950, reportaronn una frecuencia elevada de
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria y Candida albicans, esto al
realizar pruebas cuténeas y obtener resultados positivos en 150 pacientes con
asma y rinitis alérgica.?!

Rubén Lopez y Garcia-Maynez estudiaron en 1983, 9 mercados populares
de ia ciudad de México para conocer la frecuencia y abundancia de honges
atmosféricos desencadenantes de alergias. Destacaron a Penicillium, Candida,
Aspergillus y Rhizopus como los mas abundantes aunque aclararon que las
condiciones climatolégicas fueron determinantes, de tal manera que dada la
abundancia de productos alimenticios en los mercados, estos representaban un

sustrato 6ptimo para el desarrollo de una gran variedad de hongos

contaminantes.43
En 1985 H. J. Malling y cols., utilizaron cinco extractos: Cladosporium, Alternaria,

Pericillium, Mucor y Aspergillus aplicados mediante pruebas cutaneas por el

método de pinchazo a 130 pacientes, obteniendo resultados positives a los
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siguientes: Cladosporium S0%, Alternaria 24%, Mucor 14%, Aspergillus 10% y
Penicillium 2% .45

Licorish y cols.?? realizaron en 1985 estudios cuantitativos en pacientes
€on asma empleando extractos acuosos y dictioconidios intactos de Alternaria y
conidios de Penicillium mediante pruebas cutaneas y de provocacién bronquial.
En sus resultados encontraron que tanto extractos como conidios completos
pProvocaban asma inmediata, comprobaron con ello que tanto los dictioconidios

de Alternaria como los microconidios de Penicillium eran alergenos potentes.

Santilli (1990), levé a cabo otro estudio en 101 pacientes con asma y rinitis
alérgicas, se les realizaron pruebas cutaneas con 30 extractos de diferentes
hongos. La incidencia mas alta fue para Penicillium notatum (68%) y la mas baja

para Cladosporium cladosporides (32%).11

En 1993 Marx J. y cols., reportaron la prevalencia de polvo casero (21.6%),
acaros (11.2%), particulas de hollin (11.2%), Cladosporium (7.5%) y Aspergillus
{7.5%}), como alergenos que alectaban a la poblacién de granjeros en Wisconsin,
E.U.

Es a mediados de este siglo y hasta la actualidad que se avanza en el estudio de
los hongos como factores desencadenantes de alergia; actualmente las
investigaciones van mds alla de identificar al hongo en el habitat del paciente
alérgico, ahora se intenta caracterizar a los alergenos principales de cada especie
como es el caso de Alternaria alternata y Cladosporium herbarum, incluso se sabe
de nuevos géneros irnplicados de los cuales ni siquiera se sospechaba.

Los problemas en este campo radican en la dificultad que existe para aislar
e identificar a las especies alergénicas, aunado a que no se tienen definidas las
posibilidades de cruce antigénico y todavia no hay unificaciéon de criterios en

cuanto a la preparacion y estandarizacion de extractos alergénicos.
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a aerobiologia es una ciencia que se ocupa del origen, liberacion,
transporte, depdsito y efecto de las particulas biolégicas transportadas
por el aire.5* Sus antecedentes se remontan a investigaciones realizadas
con pdlenes a través de métodos gravitacionales de recoleccion de particulas.
Actualmente se dispone de técnicas volumétricas en las que incluso se relaciona
la cantidad de particulas recogidas con determinado volumen de aire. Los
alergenos inhalables se pueden clasificar de acuerdo a la fuente de que proceden
en dos grupos: 1] los derivados de fuentes naturales y 2) los generados por
actividad domeéstica o profesional humana. Es comun que alergenos tales como

los conidios fungicos posean caracteristicas de ambas categorias.

3.1 TECNICAS DE MUESTREQ ATMOSFERICO

Las particulas en suspension experimentan continuamente aceleraciones
verticales y horizontales ejercidas por la atmdsfera; una vez que estin en
movimiento, tienden a desplazarse siguiendo trayectorias rectas. Pero estas
trayectorias lineales pueden ser modificadas tanto por la fuerza de gravedad como
por la friccién de moléculas de aire, y por los cambios continuos de velocidad del
medio gaseoso. Estas fuerzas hacen que la trayectoria de las particulas se desvien
de las corrientes de aire que las transportan, efecto explotado por todas las

técnicas de recoleccion en las que los aerosoles se depositan en superficies

preparadas.>*
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La tendencia de una particula a desviarse de la trayectoria de la corriente de aire
estd practicamente en funcion de su tamaiic. Mientras mas pequeia, mayor es la
tendencia a seguir lineas de flujo alrededor de obstaculos, y cuanto mayor es la
particula, mayor suele ser la distancia de parada requerida para realizar estos
cambios de velocidad y mayor la probabilidad de que se impacten o se depositen

en una superficie que sirve de obstaculo.

El método gravitacional de recoleccion de particulas ambientales tradicional, es el
propuesto por Durham en 1946, éste se adoptd como dispositivo de muestreo
estandar por la American Academy for Allergy.

Las recolecciones estandar con el dispositivo de muestreo gravitacional de
Durham emplean portacbjetos recubiertos con una capa delgada de gel de
glicerina. Se muestrea por periodos de 24 horas y se examinan al microscopio
dptico. Los resultados se presentan como particulas por centimetro cuadrade.
Para el caso de hongos es posible emplear un medic de cultive especifico y
realizar recuentos de colonias, 1554

En cuanto a desventajas podemos citar las siguientes: no se sabe el
volumen de aire muestreado, existe mucha variabilidad en los resultados
obtenidos de un dia a otro y de un Iugar a otro. Por ejemplo, si la direccién del
viento es perpendicular al portaobjetos fijo, existe una menor superficie de
contacto que cuando ambos son paralelos. Las particulas muy pequefias no son

susceptibles de poder monitorearse con este método.24

Cuando se emplean cajas Petri con medios de cultivo abiertas para muestrear,
surgen problemas idénticos a los citados para el dispositivo de Durham, sin
embargo, en la bibliografia se reporta como €l método mas utilizado dada la
facilidad de manipulacién y ademas, para efectos de identificar las especies de

hongos predominantes {cualitativamente), satisface las necesidades.!5.22.31.43,67,108

A raiz de las deficiencias de los métodos volumétricos simples, con el paso del

tiempo se ha centrado mas la atencién en el desarrollo de técnicas volumétricas
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como filtros de membrana en los que el tamaro del poro definido ofrece un medio
para relacionar el material obtenido con el volumen de aire.

El dispositivo de Andersen es también muy utilizado, combina succién e
impacto sobre una serie de fases, cada una con méas de 400 orificios por los que
se conduce el aire, las particulas mas pequefias no impactan y pasan con la
corriente de aire a una fase posterior. Conforme el aire va pasando por las fases,
las particulas atraviesan por orificios mas pequefios. Debajo de cada fase se
pueden colocar placas de cultivo, Este método es mejor para periodos de
recoleccién cortos a diferencias del Burkard. Para asegurar la eficacia del

dispositivo, este debe estar orientado al viento.82

Los hongos son determinados por métodos gravitacionales generalmente, aunque
ningun método recoge dptimamente una carga aérea compieta de conidios pues
muchos aeroalergenos se escapan del recuento, Empleando medios de cuitivo
puede hacerse especifica la deteccion del aeroalergeno pero si el objetivo es tener
una vision general del contenido ambiental, este método puede ser un importante
sesgo de seleccién que todos los medios imponen. Por tal motivo la seleccién
adecuada del medio de cultivo es punto clave para un estudio de este tipo. Se
debe considerar por otro lado que para el caso de los hongos, los factores

climatolégicos y el ritmo circadiano pueden ser factores que afecten el muestreo.

Determinar el contenido atmosférico de alergenos fungicos es importante por
varias razones: permite establecer la carga de conidios en el aire de diferentes
zonas geograficas y determinar con ello si es viable establecer algiin patrén
ambiental de la misma manera que con los calendarios de polinizacion. Puede
ayudar ademéas en ¢l diagnédstico de la enfermedad alérgica, determinando que
conidios prevalecen en el medio se puede sugerir el tipo de extracte fiingico a
usarse para diagnostico y tratamiento. De igual manera, en el tratamiento el
alergélogo puede orientar al paciente en cuanto a las medidas que se deben

tomar para disminuir la presencia del alergeno.
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3.2 MUESTREO CON MEDIOS DE CULTIVO PARA HONGOS

La eleccion del medio es un punto critico para ¢l muestreo ya que puede
resultar una limitante si se opta por un medio muy sclectivo —aunque cuando se
sospecha de un hongo en particular, esto resulta la mejor opcion-; se recormenda
por tanto, elegir medios menos restrictivos como Extracto de levadura agar, Papa
dextrosa agar (PDA), Papa peptona agar y el clasico Sabouraud dextrosa agar. En
todos los casos, su uso esta indicado para primoaislamiento y conservacion de

diversos hongos.

Las técnicas de recoleccion deben ser clegidas cuidadosamente para que se
obtenga un panorama real de los aeroalergenos presentes en la zona estudiada.
Las técnicas que se basan solo en el crecimiento de la particula son excluyentes
pues unicamente es posible identificar a las que son viables mientras que por
ejemplo, hongos que no crezcan en el medio elegido seran desapercibidos y quizis

jueguen un papel importante en la patologia de la enfermedad alérgica.

En cuanto a las condiciones del ambiente, no se deben olvidar factores como la
velocidad del aire, la direccion y la turbulencia, ya que estos afectan a los niveles
de particulas que pueden ser depositados. Debido a que con esta técnica no es
posible saber el volumen de aire que es analizado se obtiene un parametro
cualitativo, recordemos que el uso de placas con medios de cultivo resultaba ser
un complemento para aquellas técnicas que si arrojan un resultado cuantitativo.
Muchos alergdlogos eligen esta técnica por sencilla, econdmica y ademas,
cuando silo se desea saber cual es el hongo que predomnina en el ambiente del
paciente alérgico, aplicarla resulta muy practico y orienta en cuanto a la eleccion

del extracto alergénico para la prueba cutanea.

Se ha comprobado que a mayor didmetro de particula, mayor sera la probabilidad

de que éstas se depositen dentro de la placa, fig. 2.
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Existe por tanto, una exclusién de las particulas pequenas y esto es importante
* considerarlo cuandoe se analizan ambientes de interiores ya que son precisamente

los conidios de menor tamario los que predominan.

3

|

2 T A

T T T T e

Fig 2. Problemas en el muestreo por ¢l método de placas abiertas. A la izquierda se
observa la exclusién de particulas pequefias sin influencia de aire. A la derecha se
presenta un ejemplo de recoleccién de varios tamafios de particula, en este caso, el
flujo de aire juega un papel determinante.?

La aplicacién de técnicas especificas para identificacién de diversos tamarios de
conidios, ha permitido enfatizar la abundancia de muchas basidiosporas y

conidios de hongos imperfectos en ambientes intra y extradomiciliarios.

3.3 PATRONES ESTACIONALES

Puesto que los niveles de aerocalergenos varian considerablemente de un
dia para otro, muchos alergdlogos llegan a sentirse confundidos ante la
imposibilidad de poder correlacionar los sintomas con los recuentos de alergenos
que se reportan. Cualquiera que sea la fuente, los niveles de aeroalergenos deben
acompanarse de una informacién clara de sus limitaciones clinicas asi como el

dia y la hora en que se obtuvo la muestra.

Tratando de identificar algin patrén estacional, algunos consideran que si los
niveles de esporas exceden de 3000 conidios/m3, los pacientes susceptibles

pueden presentar complicaciones incluso mortales. De esta forma, se asume que
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existe una relacion directa entre la magnitud de exposicién a alergenos fiingicos y
la severidad de los sintomas.

En Estados Unidos existe €l reporte periédico de los niveles de esporas y
pélenes por regiones realizado por The Allergy & Asthma Clinic. Los resultados se
presentan diariamente via intermet en un reporte de facil interpretacidn
mostrando cuales son los niveles de pdlenes y hongos en el aire. El reporte es
cualitativo, se usa una escala que va desde bajo, pasando por moderado, alto y
muy alto.!?! Fig. 3.

NPN® ALLERGY REPORT ™
MOLD SPORES

CCPYRIGHT 1999 NPN WWW.ALLERNET.COM

Fig. 3. NHiveles de¢ esporas en el aire. Reporte que se presenta diariamente via
internet0!

No obstante, es imposible conformar una lista “universal” de los extractos
apropiados para diagnosticar la sensibilidad a determinado alergeno. Para
pélenes y hongos se ha tratado de establecer alglin mecanismo que oriente en
este sentido, pero los resultados no han sido del todo satisfactorios. Establecer
un patron de referencia para un area geografica es muy arriesgado pues se debe
recordar que los niveles de aeroalergenos se ven influenciados por el clima, la

humedad, la actividad humana que se desarrolia, la zona geografica y la época
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del afio; de tal manera que un documento de esta naturaleza generalmente

resulta incompleto.

3.4 EXPERIENCIA NACIONAL E INTERNACIONAL

Ademas del ambito ocupacional, en muchas ocasiones es el ambiente del
hogar la principal fuente de alergenos, de ahi que surgiera el interés de algunos
investigadores por conocer las condiciones de exposicién a los contaminantes
intradomiciliarios. En este sentido, Sarrazola y cols.®* identificaron como
reservorios importantes de alergenos intradomiciliarios las alfombras, el tapiz de
los muebles, los colchones, sitios de humedad en la paredes y los muebles. Estos
reservorios prevalecian siempre que existian fuentes humidificantes, de ahi que
los hongos, especificamente Alternaria, Cladosporium y Aspergillus incrementaran
sus concentraciones intradomiciliarias durante la temporada de lluvias en la
ciudad de México.

Un andlisis mas en la misma linea fue hecho por Schober en casas
holandesas de pacientes alérgicos en ias que la tapiceria de muebles resulté ser el
principal reservorio para Aspergillus y Penicillium.86

Otros autores reportaron que era posible asociar algunas caracteristicas de
la construccién de edificios con la presencia de ciertas especies, por ejemplo A.
alternata prevalece en construcciones con cubiertas de aislamiento térmico (lana-

mineral).%

En Puebla Méndez y cols.5! trataron de establecer un patron de referencia en
cuanto a los hongos que son responsables para las enfermedades alérgicas mas
comunes {rinitis y asma). Sin embargo debido a la gran variabilidad de especies,

en ninguno de los casos lograron identificar algin hongo como aercalergeno

predominante.

En 1987 se hizo una investigacion en el estado de Tabasco’ en la que se
incluyeron 152 nifios con alergia respiratoria. Los resultados para hongos fueron
interesantes: el 57.2% de la poblacidn presentd prueba cuténea positiva a polenes
y hongos, el 30.9% sélo dio prueba positiva a hongos y el 11.8% unicamente a
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polenes. Realizaren la identificacion de los hongos y los mas frecuentes fueron
Curvularia, Penicillium y Rhizopus. Este resultado no se esperaba ya que los
poélenes son los aeroalergenos mas frecuentemente reconocidos; sin embargo, en
climas calidos y humedos se ha reportado una frecuencia a hongos entre el
35.9% y el 63%.1}

En este caso si fue posible relacionar alergenos-padecimientos mediante pruebas
cutaneas, y se encontré que en los pacientes con asma predominaron Monilia,
Curvularia y Rhizopus; en el grupo de rinitis fueron Rhizopus, Curvularia y
Cladosporium; y en los nifios con asociacion asma-rinitis predominaron
Penicillium, Rhizopus y Alternaria.

Los autores propusieron que debido a las condiciones climatolégicas del
estado de Tabasco, era propicio el desarrollo de hongos; los granos de polen por
ser higroscopicos se hidrataban con la humedad y ello dificultaba su
diseminacién por el aire. En consecuencia, los hongos resultaron los
aeroalergenos mas abundantes y de facil diseminacién.

Este es un caso particular en el que los hallazgos confirmaron la sospecha
respecto a que ¢n ese medio la alergia a hongos es mas importante que a pélenes,
como consecuencia del alto grado de humedad.

Como se ha mencionado, €l predominio de hongos depende de factores
como temperatura, grado de precipitacién, viento, factores climatolégicos
estacionales, ritmo circadiano, disponibilidad de sustratos y grado de humedad
atmosférica. 76 El clima de Tabasco cumple con las condiciones mencionadas
motivo por el que resulta un habitat ideal para el desarrollo de hongos.

En Texas se hizo un analisis sobre factores que promovian el desarrollo de
lhongos en interiores. En las casas muestreadas se detectdé que el medio de
propagacién de los aeroalergenos eran los sistemas de aire acondicionado.??

Un caso similar se reportd en Montreal, aqui los trabajadores de un edificio
comenzaron con problemas respiratorios. Se efectué el muestreo ¢ identificacion
de los alergenos; a los trabajadores se les realizaron pruebas cutaneas que en su
mayoria fueron positivas para Alternaria. Finalmente, se pudo asociar este

problema con el sistema de aire acondicionado pues los filtros resultaron
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ineficientes.52 Aprovechando esta situacién han salido a la venta numerosos
sistemas purificadores de aire a los que actualmente se les hace difusién via
internet presentando resultados de estudios similares a los dos anteriores.
Aunque a raiz de estudios como estos se ha incrementado la atencién hacia los
ambientes intradomiciliarios se debe tener precaucién en la informacién
proporcionada al paciente, es decir, subrayar la importancia del control

ambiental sin necesidad de alarmarlo.

En relacion a estudios europeos, si se ha propuesto algiin comportamiento
estacional para los hongos. Tal es el caso del trabajo que realizaron Cosentino, et.
al.!'s en Cagliari, ltalia. Determinaron la prevalencia de polenes y hongos en la
atmédsfera de esta ciudad italiana en un periodo de 3 afios: de 1986 a 1988. En la

tabla 5 se presentan los resultados que obtuvieron.

Tabla 5. Niveles atmosféricos de conidios en Cagliari Italia 13

1997 31,732
1998 46,061

Identificaron 2 periodos predominantes: el principal fue de abril a julio, con un
pico maximo en junio; el segundo pico fue de septiembre a octubre. La
concentracién de conidios disminuyé durante el invierno y agosto. Se pudo
establecer ademas que los periodos con mayores niveles de polinizacién fuercn
distintos a los de hongos.

Cladosporium fue el honge mas abundante seguido de Ustilago, algunos
basidiomicetos, Alternaria y Fusarium.

Cladosporium se colectd en un mayor nuimerc de conidios durante la
primavera {mayo-junio) y en el otofio {septiembre-noviembre), ias concentraciones

disminuyeron durante el invierno y el verano (julio-agosto).
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Ustilago presentd los valores maximos de abril a julio con un pico maximo en
mayo-junio. Los conidios de Alternaria se encontraron en altas concentraciones a
finales de abril a julio y durante el otofo.

Fusarium fue uno de los mas variables durante los tres afnos aunque
también se visualizaron dos picos maximos entre mayo-junic y septiembre-
octubre.

Existié una limitante en esta investigacion puesto que los autores no
reportaron otros hongos importantes como son Aspergillus, Penicillum, Mucor,
Rhizopus y Candida, esto debido a que la técnica de muestreo no fue la mas

viable para dichos géneros.

En el reporte de Verhoefl 95 se consiguioé aislar un total de 64 géneros diferentes
de hongos; dada la abundancia de especies, reportaron como principales a
Alternaria alternata, Aspergillus sp., Aerobasidium pullulans, Cladosporium sp.,
Mucor sp., Penicillium sp., Ullocladium chartarum, Scopulariopsis sp. y Rhodotorula
sp. Sin embargo, los autores concluyeron gque no fue posible relacionar los
hongos identificados en las casas, con los padecimientos respiratorios alérgicos
de los ninoes. Esta investigacion es un claro gjemplo de lo importante que resulta
la seleccién de un medic de cultivo adecuado. Para este trabajo se eligié el medio

agar V-8, motivo por el que se promovié el desarrollo de varios géneros.

En 1995 un grupe en Chicago5? examind la relacién existente entre las muertes
por asma que ocurrieron en esa ciudad durante 1985 y 1989 en personas de S a
34 anos de edad, asi como la cuenta ambiental de niveles de conidios y pdlenes,
suponiendo que estos hubieran jugado un papei importante en el fallecimiento de
los pacientes. Los niveles de distribucion se obtuvieron por el National Weather
Service (NWS) reportados como pdlenes o conidios/m3. En esos tres afios
identificaron un nivel maximo de conidios durante los meses de Julio-Octubre,
aunque los niveles incrementaron paulatinamente después de la nieve. La cuenta
mas alta que se reporto fue de 18,735 conidios/m3 .

Este estudic sugirid que el aumento de los niveles de conidios podia

contribuir a las muertes causadas por asma. La probabilidad de morir para
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pacientes alérgicos a hongos, en los dias con niveles de conidios mayores o
iguales a 1000 esporas/m3? fue 2.16 veces mas alta que en los dias con niveles

menores, en la ciudad de Chicago.9s

En Noruega, en otro estudio similar, de 256 ataques de asma entre 169 nirfios, se
encontré que ocurrian mas ataques “estacionales” de mayo a junio (época en que
predominaba Cladosporium en el area), en aquellos nifios con alergia a este
hongo, que en los que no eran alérgicos al mismo.95 De la misma manera en
Ontario, Escocia, Inglaterra y Gales las muertes por asma han resultado
paralelas a las cuentas maximas de conidios.%% Lo anterior sugiere que en efecto,
los hongos son un factor de riesgo no solo en los sintomas de la enfermedad
alérgica, sino también como desencadenantes de crisis que culminen con la
muerte del individuo.

No se sabe que otros factores intervienen para esta relacién;
probablemente sea importante considerar ademas, los niveles de contaminantes
como 50z, Oa y NO2. Algunos proponen incluso la posibilidad de que los conidios
puedan asociarse o interactuar con otros alergenos ambientales y que ello

aumente el poder alergénico.60

Estudios como los descritos en este apartado son necesarios para establecer

métodos de control en los pacientes alérgicos como:

1) Seleccién adecuada de alergenos para diagnoéstico y tratamiento,

2) Control de las fuentes que pueden fungir como reservorio de
conidios.

3] Control de las fuentes que pueden diseminar los conidios {sistemas
de ventilacién y aire acondicionado) y dado que la erradicacion es
imposible, se puede recurrir en casos extremos al uso de

funguicidas.

El principal problema clinico es que cualguier sintoma alérgico puede ser

atribuido a hongos de la misma manera que a acaros de polvo casero, pélenes,
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etc., debido a que la exposicion a estos alergenos es continua, y la posibilidad de

establecer patrones estacionales se limita a cada region geografica.
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IV. IMPORTANCIA CLINICA E
INMUNOQUIMICA

DE HONGOS ALERGENICOS

pesar de que en los ultimos afios se ha trabajado intensamente en el
estudio detallado de las propiedades quimicas e inmunolégicas de la
mayoria de los hongos, no se han identificado anin todos los alergenos
responsables de desencadenar enfermedades alérgicas, sin embargo, se ha
demostrado la respuesta clinica ante las especies que se mencionan en este

apartado.

Las principales investigaciones se han centrado en los hongos que se consideran
universales, en funcién de su prevalencia y capacidad de generar
hipersensibilidad. En estos casos se ha demostrado que los alergenos son
moléculas glicoproteicas, proteicas y algunas polisacaridicas presentes en la
pared celular de esporas, conidios y micelios fingicos. Entre los mas frecuentes

sobresalen deuteromicetos (fungi imperfecti), zigomicetos y basidiomicetos.

El examen microscopico directo de depésitos de polvo proporciona un método
alternativo para estudiar la presencia de hongos en el ambiente, asi que ademas
de los métodos descritos en el capitulo 3, en este capitulo se incluyen imégenes
microscopicas de algunas especies, aunque ¢l alergblogo debe tener presente las

limitaciones de la identificacién visual.

Los hongos que se describiran a continuacion han sido asociados con patologias

alérgicas, algunos de ellos se han reportado en casos clinicos especificos, en
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otros, se ha atribuido su actividad al obtener pruebas cutaneas positivas
asociadas a la presencia del hongo en el habitat del paciente.
Se ha hablado también de patrones estacionales en general, en esta

seccidn se harg lo propio pero en casos especificos.

4.1 ZIGOMICETOS
Clase: Zygomycetes
Orden: Mucorales

Familia: Mucoraceae

De esta familia destaca su micelio macrosifonado, cenocitico, hialino y sus formas
de reproduccién asexuales, donde los esporangioconidios son las estructuras
alergénicas. Crecen principalmente dentro del domicilio del paciente alérgico,
sobre sustratos ricos en sacarosa, formando colonias secas de aspecto

algodonoso. Son considerados aeroalergenos intradomiciliarios.

Mucor racemosus
Alergenicidad: A
Habitat: Intradomiciliario

Crece frecuentemente en frutas
blandas, jugos de frutas y
mermeladas, es también un hongo
predominante en el suelo de las
casas por lo que es considerado un
hongo de interiores. Sus

esporangioconidios son redondos,

miden de 3-5 pm de diametro,

Fig 4. Mucor racemosus

presentan esporangioforos ramifica--

dos, columnela pequernia y ovoide. 102145
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Diferentes estudios clinicos indican que es un importante hongo alergénico
causante de cuadros de rinitis alérgica y asma extrinseco.%® Morales Santelices
estudié a 64 pacientes que presentaban alergia respiratoria con sensibilidad
uUnicamente a hongos en donde obtuvieron reacciones positivas a Mucor
racemosus en un 45.3%. Otras especies alergénicas son M mucedo y M.
plumbeus 8!

Rhizopus nigricans

Alergenicidad: A
Habitat: Intradomiciliario

Se relaciona estrechamente a Mucor,
es uno de los miembros mas
comunes de los Mucorales y tiene
una distribucion mundial.
Frecuentemente se ha informado de
su predominio en los habitats

humedos. Es posible aislarlo tanto de

bosques como de tierras cultivadas.

Otros sustratos que se conocen son

Fig. 5. Rhizopus nigricans

papas, dulces, fresas y nidos de pija-
ros.98.102

Sus esporangioconidios son redondos, miden de 6-8 um de diametro. Presentan
esporangiéforos que no se ramifican, tienen una columnela en forma ovoide,

rizoides y estolones. !¢

Experiencia clinica
Los trabajadores de la industria de la malta padecen enfermedades
ocupacionales pulmonares debide a este hongo, han sido detectados niveles

elevados de anticuerpos [gE en el suero de éstos.% Rhizopus es considerado un
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acroalergeno importante en enfermedades que presentan los lefiadores debido a
que crece frecuentemente sobre la madera 8 El riesgo profesional también incluye
a comerciantes de frutas y legumbres pues el hongo puede desarroliarse durante
¢l almacenamiento de los mismos. En E.U. se estima que la mitad de los
Ppacientes alérgicos a hongos es susceptible a Rhizopus. 102

Rhizopus debe estar siempre incluido en la lista de hongos para la

realizacion de pruebas cutaneas.

Se ha reportado la identificacion de proteinas alergénicas en extractos de

Rhizopus por inmunoelectroforesis cruzada (CIE): 9

> RhizIllb de 12.4 kd
» Rhiz IVb de 14.2 kd.

Rhizomucor sp.
Alergenicidad: B

Habitat: Intradomiciliario

La especie Mucor pusillus, que presenta cstolones y rizoides rudimentaries, ha
conducido a incluirla en un género separado: Rhizomucor.4s

Presenta colonias de color gris que se convierten en un color oscuro
sombreado cuando envejecen. Se observa la presencia de rizoides ramificados
irregularmente (que lo diferencia de Mucor). Los esporangios son negros, cortos y
con frecuencia presentan ramificaciones subterminales (que lo diferencia de

Rhizopus). La columnela es lisa. 2345

Experiencia clinica

Goldstein y cols. 23 reportaron ¢l primer caso de sinusitis alérgica fungica
debida a este hongo, en una mujer de 26 anios de edad. El diagndstico residié en
las confirmaciones del analisis macro y microscopico, es decir, la busqueda de

elementos fiingicos en el material mucoide ¥y medio de cultivo, ademas de la
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presencia de eosindfilos, restos celulares, cristales de Charcot-Leyden, edema y
filtrados inflamatorios. Las pruebas cutaneas resultaron positivas no sole a
Rhizomucor, sinc también a pélenes estacionales, ademas de Afternaria sp.,
Aspergiltus fumigatus, Candida albicans, Curuvularia sp., Mucor sp., Phoma sp. y
Rhizopus nigricans.

La paciente presentaba ademés los sintomas clinicos caracteristicos de esta
enfermedad: congestién nasal, dolor a la presién de senos nasales ¥ flujo nasal.
No quedé duda sobre la responsabilidad del hongo como agente etiolégico sin
embargo, el estudio se limité a la identificacién y tratamiento de la paciente. Sus

moléculas alergénicas no han sido identificadas.

Absidia sp.
Alergenicidad: C
Habitat: Intradomiciliario

Se encuentra como sapréfito de materia organica soluble estiércol, restos de
vegetales y en animales en desintegracion. Las colonias son vellosas, de color
blanco-grisaceo.

Presenta un micelio que se extiende sobre el sustrato formando rizoides en
raras ocasiones y esporangidforos ramificados de 4-8 ym de didmetro; su
membrana es delgada sin cuticula; las columnelas son semiesféricas o en forma

de pera, los esporangios van de redondos a elipticos.1045

Experiencia clinica
Es un hongo considerado alergénico aunque no se conoce la naturaleza
quimica de sus alergenos.?® Se reporta comunmente en las cuentas de

aeroalergenos ambientales, 19!
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4.2 DEUTEROMICETOS (FUNGI IMPERFECTI)

Debido a que los Deuteromicetos aparentemente carecen de una fase
reproductora sexual son denominados hongos imperfectos o fungi imperfecti,

La mayor parte son sapréfitos o parasitos débiles de plantas, muchos son
fitopatégenos, otros causan micotoxicosis y micosis en animales y seres
humanos. Presentan micelio bien desarrollade, septado y ramificado, con células
generalmente multinucleadas. La mayoria se reproduce por medio de
artroconidios, blastoconidios, dictioconidios, aleuroconidios, micro y macro

conidios, ademas de endoconidios (esporangioconidios).?”

Hialines

Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae

Esta familia involucra a 7 géneros alergénicos, en donde los conidios son las
estructuras alergénicas. Generalmente crecen sobre plantas, cereales, frutas y
semillas.

Penicillilum notatum
Alergenicidad: A

Habitat: Extradomiciliario/Intradomiciliario

Crece en zonas boscosas y suelos cultivados. Se ha aislado de plantaciones de
citricos, cebada, semillas de cereales, nidos de pajaros, nueces, frutas secas y
jugos de frutas acidas.?*

La superficie de la colonia es aterciopelada con tonalidades de verde, azul
verde, marron y amarillas marrones.

Las hifas son septadas y ramificadas. Los conidiéforos presentan
ramificaciones en forma de cepillo que asemejan los dedos de una mano. Las
cadenas de pequefios conidios esféricos se originan en las fialides, en forma de
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botella en la parte superior de las métulas ramificadas. Sus microconidios
redondos miden de 1-3 pym. Presentan conidiéforos de 10 pm de largo y
esterigmas que dependiendo de la especie fluctian entre 3-6 pm.1945 Es

considerado altamente citrofilico.

Experiencia clinica

Penicillium ha sido considerado como

el mas importante agente causal del
asma extrinseco.
Alergenos identificados:

> Al parecer, el principal alergeno

de P. notatum es un componente |

de 68 Kd identificado por l
clectroforesis en gel de )/1')
poliacrilamida {SDS-PAGE} e I
inmunoblot. i l )'f

La sensibilidad por inhalacion a -

conidios de especies de Peniciilium no I Fig. 6. Penicillium notatum

aumenta especificamente el riesgo de
aparicion de respuestas adversas a

penicilinas.

Hughes y cols. consideraren la existencia de determinantes antigénicos comunes
entre P. solaniy P. notatum, sin embargo no ha sido confirmado.3?
Resulta junto con Alternaria  uno de los hongos que predomina

practicamente en todos los ambientes.
Otras especies de Penicillium que se han identificado como alergénicas son: P.

chrysogenum, P. digitatum, P. expansum, P. italicum, P. roquefortti y P. oxaliqum.

El alergeno comun es una proteinasa alcalina de 34 Kd.
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Aspergilius fumigatus
Alergenicidad: A
Hébitat: Extradomiciliario

Se encuentra en nidos de gallinas, tierra, pinos plantas de café, verduras

deterioradas, arroz, raices de cereza y tabaco. Las colonias se desarrollan entre 3

¥ 5 dias, son ilimitadas polvosas o aterciopeladas, de color verde ¥y en ocasiones

presentan un halo micelial blanco rodeando la colonia, raras veces se ve un

pigmento color ocre al reverso. 10

Presenta hifas de nutricion septadas de 2-4 um de diametro y posee conidiéforos

cortos (20-30 um), que terminan en una vesicula ligeramente alargada, de la que

nace una sola serie de esterigmas que miden 20-100 pm de diametro; de los

esterigmas nacen microconidios redondos de aproximadamente 1-2 ym.10

Experiencia clinica

Los conidios de las diversas
especies de Asperygillus estian en el
medio ambiente y constantemente se
respiran por lo que los individuos
atdpicos siempre estdn expuestos.
Pueden generar rinitis, asma o
alveolitis de tipo alérgico.

A. fumigatus es asociado con
varias enfermedades respiratorias
comc la aspergilosis invasiva,
alveolitis alérgica extrinseca (pulmén
del granjero o pneumonitis por
hipersensibilidad), asma mediada
por IgE y aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA).

Fig. 7. Aspergtllus fumigatus
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Esta ultima fue descrita en 1952 por Hinson y cols. como una hipersensibilidad

pulmonar caracterizada por infiltrados pulmonares recurrentes, eosinofilia en
sangre y esputo, prueba cutinea positiva a A. fumigatus, niveles séricos
clevados de IgE especifica, e 1gG.28 Al parecer la ABPA es una fase tardia de la
reaccién asmatica y consecuencia de la exposicién continua al alergeno.
Resultado de la exposicién es también la produccién de IL-4, IL-5 e IL-10.

El sindrome de sinisutis alérgica por Asperyillus fue descrito por
Katzenstein en 1983.23

Se estima que en los pacientes con asma, la alergia a A. fumigatus varia del 16 al
28%. Un estudio reporté que el 23% de los asmaticos en Londres y el 28% en

Cleveland presentaron prueba cutinea positiva a Aspergillus.57

La respuesta inmune a proteinas alergénicas individuales de A. fumigatus es de
distintas intensidades en los diversos estadios de las enfermedades, ¥ menor si

se compara con la respuesta al extracto crudo.

En cuanto a identificacién de alergenos, se han realizado diversos estudios en los

que se describen los siguientes:

> Asp fI es un alergeno potente, se ha reportado también como Ag 3, su peso
molecular €s de 18 Kd.#! Se encuentra en pequefias concentraciones en
conidios y en altas concentraciones en filtrados de cultivos.? Esta proteina
reacciona con el suero del 75% de los pacientes con ABPA activa.?

» Asp fII se trata de una proteina de 37 Kd. 7

» Ag 5! es una proteina que se localiza en la superficie de conidios
germinales.”3% Su peso molecular es de 35 Kd. Sus niveles aumentan
gradualmente conforme avanza la ABPA, por lo que puede monitorearse
durante el transcurso de ésta.™

» Ag 7 (conocido también como aspergilina): ha sido descrito como el principal
alergeno en pacientes con ABPA, es un componente intracelular

citoplasmaético del micelio, el cual es liberado al medio después de seis dias de
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crecimiento in vitro a 37°C. Se ha identificado por radio-inmunoelectroforesis
cruzada (CRIE) como una glucoproteina con un peso molecular de 66 Kd por
lo que algunos la denominan también gp66.4!

» Ag 13: es un componente micelial intracelular. ¢!

Los antigenos de A. fumigatus son heterogéneos y la concentracién de proteinas
individuales varia enormemente entre cepas y ain entre diferentes preparaciones

de la misma cepa.?

Una investigacién acerca de propiedades antigénicas y alergénicas de A.
Jumigatus, demostré que si los extractos alergénicos se preparan previa
desintegracion mecanica de conidios, existe mayor sensibilidad en cuanto a
union a IgE y pruebas cutaneas. Lo anterior sugirié que in vivo, los componentes
alergénicos pueden ser liberados solamente con la destruccidn de los conidios
después de la inhalacién. 94

En un estudio efectuado para determinar si existe diferencia entre en los
componentes antigénicos de conidios, conidios germinales e hifas asi como la
reactividad de anticuerpos circulantes en pacientes con diferentes formas
clinicas de aspergilosis, se concluyé que los conidios germinales jévenes e hifas
cortas casi siempre presentan una alta concentracién de componentes

alergénicos. 77

El equipo de Moser3s reportd un estudio clinico en el que comparé la actividad de
un alergenc recombinante: rAsp f I/a, expresado en E. coli, con dos extractos
comerciales de A. fumigatus. Para cllo realizaron pruebas cutaneas: pinchazo e
intradérmicas y ensayos seroldgicos (ELISA).

rAsp f I/ a resulté un alergeno relevante en individuos alérgicos al hongo;
actualmente se contempla para use en e¢laboracion de extractos. Con productos
como este se pretende mejorar la calidad de los extractos de hongos, puesto que

con ello se descarta la presencia de particulas no alergénicas.

67

Facultad de Quimica-UNAM



Importancia clinica ¢ inmunequimica de hongos alergénicos

Se enlistan a continuacién otras especies de Aspergillus que se han considerado

alergénicas con su respectivo ATCC (American Tipification Collection Center):

A. clavatus 58869
A. fumigatus 42824
A. glaucus 9294
A. niger 1004
A. orizae 9362
A, terreus 7860

Monilia sitophila
Alergenicidad: C

Habitat: Extradomiciliario/Intradomiciliario

Es fitopatdgeno de tortillas, arboles de duraznos y otros frutales parecidos,
causando pudricion en los frutos.

Las colonias son polvosas y secas, de color amarillo-naranja, algunas
cepas son de color blanco amarillento y de crecimiento ilimitado, tiende a cubrir
todo el medio de cultivo. Presenta un pigmento naranja poco difusible. Posee
micelio macrosifonado (4-8 pm), septado y hialino. Presenta blastoconidics [que
forman cadenas ramificadas, son globosos u ovoides, con apariencia de rosario),

artroconidios y artroblastoconidics. 1045
Experiencia clinica
En Suecia, un estudié de 64 pacientes con alergia respiratoria, demostro

que el 25% presentd reacciones positivas a Monilia y Aspergitlus .98

No se han identificado sus moléculas alergénicas.
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Botrytis cinerea
Alergenicidad: C
Habitat: Extradomiciliario

Tiene una amplia distribucién en el mundo, sobre todo en regiones hiimedas y

subtropicales. Existe regularmente en el suelo, es un parasito facultativo de

tulipan, azucena, ajo y cebolla, causando piaga en flores y frutos. Es llamado el

hongo gris de la col, remolacha de azucar, frijol, trigo, cebada y jitomates.?s Las

colonias son de aspecto semi-velloso de color gris a café oscuro. Los condiéforos

son sencillos o muestran muchas ramas que pueden ser delgadas o gruesas y se

angoestan en un punto donde se truncan, presentan verrugas hinchadas en las

puntas. Las células conidiogenas se inflan hasta formar una ampolla, la cual

lleva simultdneamente los conidios producidos.+5

i

Fig.8. Botrytis cinerea

Kauffman y cols. estudiaron en E. U.
las propiedades alergénicas de este
hongo en diferentes estadios de
enfermedades bronguiales con
sospecha de alergia. A los pacientes
se les realizdé una prueba de pinchazo
con Botrytis, los resultados
mostraron que un 7.3% de la
poblacion  presenté una fuerte
respuesta cutdnea de roncha y
eritema en donde se aplicd este
alergeno.10?

En Buecia, un estudio en
1250  pacientes con  alergias
respiratorias demostré que el 50% de
la poblacién era susceptible a este
hongo pues mostraron prueba

cuténea positiva e IgE especifica.!92
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Trichoderma viridiae
Alergenicidad: C
Habitat: Extradomiciliario

Se encuentra en éreas alpinas y regiones subtropicales. Se ha aislado de tierras
cultivadas y bosques, asi como de cocinas en donde crece sobre Ceramica no
vidriada. Puede causar problemas en el cultivo industrial de setas y
frecuentemente infecta a los bulbos de los tulipanes.s8

Las colonias se extienden rapidamente y varian de delgadas a vellosas
blancas, convirtiéndose con frecuencia en verdes amarillentas o verdes oscuras

en s0lo pequenias areas que son el lugar de conidiacién.

Se reproduce por microconidios hialinos a partir de fialides en forma de botella,

estas surgen solas o en grupos, dentro de una bolsa viscosa (gliospora).4s

Fig. 9. Trichoderma viridiae
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Experiencia clinica
Es uno de los agentes de la alveolitis alérgica, se ha reportado en
trabajadores de lana por la inhalacion de conidios contaminantes del polvo.8 No

se han caracterizado sus moléculas alergénicas.

Dematiaceos
Familia: Dematiaceae

Alternaria alternata
Alergenicidad: A
Habitat: Extradomiciliario

Es muy comiOn y cosmopolita, se encuentra en suelo, alimentos y textiles,
ademas de almacenes de raiz, madera podrida, compostas y nidos de pajaros.

Es considerado un hongo que prevalece en exteriores y en épocas calurosas.

El cultivo es de crecimiento répido,
las colonias son de tamaiio ilimitade,
tienden a cubrir todo el medio de
cultivo, son de color negro con
tonalidades de color café a gris
oscuro, la superficie es lanosa y con
bordes irregulares.10:45

Los dictioconidios son de forma
variable, aunque la gran mayoria

son alargados, con una base ancha y

el extremo distal un poce mas

alargado. Alternaria alternata -
Fig. 10. Alternaria alternata ]

presenta dictioconidios de forma
piriforme de 18 pm de longitud y 5-8

pm de didmetro.
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Presentan septos longitudinales ¥y transversales. Pueden estar aislados o

formando cadenas, 1045.78

Experiencia clinica

Los dictioconidios de Alternaria son los mas importantes en el Norte de
América y Europa; se encuentran tanto en interiores como en exteriores. Dada la
abundancia y alto poder alergénico de este hongo, Alternaria ha sido estudiado

desde hace varios afios como uno de los aeroalergenos mas importantes.

En 1935 se describié el caso de un hombre de 37 arios de edad que presentaba
cuadros asmaticos cuando estaba en areas de humedad. Deliberadamente se le
provocd la inhalacién de Alternaria aislada de areas humedas ¥y de esta manera

identificaron la hipersensibilidad al hongo.3*

En 1941 Harris y Pennington encontraron en investigaciones independientes,
pacientes con asma debido a la exposicién a conidios de Alternaria en un cuarto

de almacén de algodon. 8

Licorish y ¢ols.? analizaron el papel de este hongo en la patogénesis del asma
destacando la importancia del tamafo de particula pues si  bien,
transversalmente no es viable su acceso a vias respiratorias, longitudinalmente si
lo es. En el area geogréfica estudiada, California E. U., de acuerdo con los niveles
muestreados, si un adulto se exponia a los niveles maximos de conidios de
Alternaria, en 24 hrs, inspiraria cerca de 2x104 conidios, niveles que resultarian
suficientes para causar ataques asmaticos severos.® El muestreo ambiental que
efectuaron detectdé a Alternaria y Penicillium como los mas abundantes. Los

niveles se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Muestreo ambiental de conidios de Altcrnana Yy Pemc:llxumsf'_ﬁ -~

RIS A Niveles extradainiciliarios "~ “FN{PAEE"
¢ Alternaria 177 a 1589 200 a 1389
¢ Penicillium 424 a 5791 753 a 73,345

Los niveles se expresan en UFC/m3 de aire, obtenidos con dispositive Andersen, en 50 casas
muestreadas del sur de California, E.U,
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Weiss reporté un patrén estacional en los E. U., detectd que pacientes entre 5 y
35 afios de edad, morian por asma en la etapa de abril a julio, época en que

predominaba el hongo en el ambiente.%?

Los reportes de identificacién de alergenos han sido los siguientes:

» Alt a I Fue aislado e identificado por Yunginger.®* Es el alergeno
principal de Alternaria. Se trata de una glucoproteina, con peso
molecular aproximado de 30 Kd, pl entre 4.0-4.5. Es capaz de inducir
reaccién intradérmica positiva a concentraciones que varian desde 6
pg/mL a 60 ng/ml, en pacientes susceptibles al hongo. La reaccién
cutanea por pinchazo es positiva a concentraciones de 0.01 mg/mlL,
pero la que mejor identifica a los pacientes alérgicos es de 1.0 mg/mL.
Stemphyllium tiene un alergeno inmunoquimicamente idéntico a Altal,
esto se determind por métodos inmunoelectroforéticos.? El alergeno se
ha obtenide de conidios y de micelio, aunque en diferentes
proporciones.2?  Yunginger reporté que esta fraccion puede ser
separada en 5 subfracciones, cada una de las cuales tiene actividad
alergénica similar.!®* Sin embargo, Portnoy y cols. efectuaron la
separacion del alergeno por cromatografia con fenil-sefarosa, reportaron
la obtencién de 3 fracciones con distintas concentraciones de
carbohidratos y proteinas: 4, 2 y 1 mol/L. La mayor cantidad de
carbohidratos se recuperé en la fraccién 4 mol/L, y también fue la que
presenté mayor actividad alergénica. Las concentraciones se indican en
la tabla 7.7¢

Tabla 7. Fracciones de Alt a I separadas por fenil-sefarosa. Contenido total de
carbohidratos y proteinas de 10 mg peso seco por mL. %

Fraccién completa ' 2.7 7.5 2.8
ALT-I
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En 1983 Nyholm identifica otro alergeno al cual nombra Ag 1, sin
embargo los resultados demostraron que se trataba de Alt a I las

pequerias variaciones radicaban en que se trabajo con diferentes cepas.58

A pesar de que Alt a I es sin duda el alergeno méas importante de
Alternaria, las curvas obtenidas por inhibicién de RAST sugieren que no
toda la actividad alergénica en los extractos crudos esta contenida en esa

fraccidn.s8.70.104

Otros alergenos reportados son:
» Alt GP70: se trata de una glucoproteina de 70 Kd
> Alt GP29: es una glicoproteina de 29 Kd

Diferentes grupos de trabajo reportaron la identificacién de una molécula de 29-
31 Kd, obtenida de distintas cepas de Alternaria. Los resultados de cada grupo se

presentan en la tabla no. 8. -

Tabla 8. Caracteristicas de una molécula comin en diferentes cepas de

Alternaria 58

xa Ltd, &ontréal Alt-..eu~.29
Quebec, Canada

Matthiesen y cols.8! Alt-a-1 28 4.5 Proteina
Deards y Montagues? Alt a Bd 29k 29 4.2 Proteina
Paris y cols.63 Alt a fisss 31 4.25-4,35 Proteina

Vijay presenta esta recopilacién de resultados en la que mediante la comparacién
de todos los experimentos, se observa que se trata de la misma proteina. Las
pequenias diferencias pueden atribuirse a que cada grupe emplea una cepa
diferente, las condiciones de crecimiento y trabajo también son diferentes. Pese a

ello todos reportan caracteristicas inmunoquimicas muy similares. %
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La importancia de este antigeno es que resulta un inhibidor potente de la unién
especifica de anticuerpos igE, obtenidos de pacientes alérgicos a Alternaria en la
prueba de RAST. Esta proteina induce en ratas y ratones, la formacion de
anticuerpos IgG pero no IgE. En humanos aiin no se comprueba lo anterior.
Dada su poca variabilidad, parece ser que esta proteina posee las caracteristicas
biolégicas requeridas para ser un agente terapéutico pues presenta una potente
inmunogenicidad y poca alergenicidad. %

La posibilidad de contar con una molécula purificada para uso
terapéutico, derivada de uno de los hongos alergénicos mas comunes, puede
tener un gran alcance en aplicaciones clinicas. Se ha comprobado mediante la

prueba de Ames que no es mutagénico y esta libre de micotoxinas. 18.49.63.96

Yunginger ya habia reportado que tanto en conidios como en micelio existian
fracciones alergénicas, Paris por su parte analizé mediante RAST,
inmunoelectroforesis, inmunoabsorcién y pruebas cutineas, extractos obtenidos
de conidios y micelios.64

La potencia obtenida con las fracciones de conidios, mediante RAST y
pruebas cutaneas, fue mayor en comparacidn con las de micelio. La comparacién
se hizo también con extractos comerciales y en todos los casos estos 1ltimos

fueron menos potentes.

Obtener extractos uniformes de Alternaria es muy complejo, no solo por la
variabilidad entre cepas, sino porque presentan perfiles enzimaticos {proteasas)
muy altos lo cual origina la degradacién de los alergenos y por tanto, el contenido

alergénico es variable.”

Ademas de la ya mencionada relacién alergénica con Stemphyllium, también se

ha reportado con Curvularia.?*’
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Cladosporium sp.
Alergenicidad: A
Habitat: Extradomiciliario/Intradomiciliario

Es comin encontrarlo en plantas, particularmente en las hojas como los
helechos, musgos, plantas acuaticas y desérticas, también en suelos, alimentos
como cereales, pepinos, tomates y duraznos. Frecuentemente se encuentra en
refrigeradores sucios, ventanas de granjas, casas con poca ventilacion y
hamedas, también se ha aislado de tanques de combustible, cremas faciales y
pinturas,24.25

Su crecimiento €s rapido y el cultive presenta color verde oscure a negro,
cuyo pigmento melanocide se difunde en el medio. Presenta micelio abundante,
delgado {2-4pm), macrosifonado, septado y oscuro. La reproduccién es a base de

microconidios dispuestos en hormodendrum corto, 1945

Experiencia clinica

Cladosporium es también uno
de los hongos encontrados mas
frecuentemente tanto en interiores
como en exteriores, dado que se
transporta facilmente en el aire. En
Alemania se han reportado niveles de
hasta 35000 conidios/m3.
Dependiendo del clima los conidios
comienzan a aparecer en la
atmdsfera durante la primavera y van

incrementando hasta alcanzar

niveles maximos a finales del verano

y principios del otefio, 5,10

Fig. 11. Cladosporium sp.,
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En un estudio realizado a 1300 nifics asmaticos de Finlandia, el 7.1% presento

reaccién cutinea positiva a Cladosporium. 50

Alergenos identificados:

» Ag-32: Identificado en Cladosporium herbarum, tiene un peso molecular
de 13 Kd. El punto isoeléctrico esta entre 3.4 y 4.4. Induce reaccién
cutanea positiva en la mayoria de los pacientes alérgicos a €1.24.67

> Ag-54: Aislado también de Cladosporium herbarum. Se trata de una
glicoproteina cuyo peso molecular es de 25 Kd y punto isoeléctrico de
5.0. Es reactivo en un porcentaje pequeiio de pacientes. 2467

» Lei Zang y cols., purificaron y caracterizaron otro alergeno de elevado

peso molecular que resulté una proteina de 41 Kd.3

Helminthesporium halodes
Alergenicidad: B
Habitat: Extradomiciliario

Es un parasito de cereales y pastos, es frecuente aislarlo de maiz, cafia de
azicar, avena y textiles.%® Las colonias son café oscuras, aterciopeladas y
producen un pigmento negro difusible al medio. Presentan micelio macrosifonado
de 2-4 pm, septado y oscuro, en ocasiones presenta cuerpos nodulares, se

reproduce por macroconidios alargados que terminan en pico.!?

Experiencia clinica

De 110 pacientes pediatricos en Washington D. C., con sintomas de rinitis
alérgica y/o asma extrinseco, el 20% presentd pruebas cutaneas positivas a
Helminthosporium 2* Collins y cols., realizaron pruebas de provocacién nasal con
hongos en 15Q nifios con rinitis alérgica, encontrando reacciones positivas hacia

este en un 32%.93.192 No se han caracterizado sus alergenos,
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Curvularia lunata
Alergenicidad: B
Habitat: Extrademiciliario

Es un sapréfito del suelo. Se encuentra en el algodén, arroz, habas, maiz y trigo,
ademas de monocotiledoneas y en lugares tropicales.192 Las colonias son café
oscuras. Su micelio es septado de color café. El nombre del género deriva de la

configuracién de los conidios que tienen aspecto de boomerang.45.98

Experiencia clinica

Chapman & Williams repotaron que un 7.3% de los pacientes atdpicos en
Missouri, eran extremadamente sensibles a Curvularia.!” También existe el
reporte de enfermedad broncopulmenar alérgica causada por Curvulariu. Sus

moléculas alergénicas no han sido caracterizadas.

Aerobasidium pullulans
Alergenicdad: C

Habitat: Extradomiciliario/Intradorniciliario

Comun en zonas templadas, es conocido como invasor primario de todo tipo de
hojas principalmente durante el verano. También se ha encontrado en semillas de
trigo, cebada, avena y tomate.

En interiores se llega a encontrar en cocinas y bafios. Al principio presenta
aspecto levaduriforme, color blanco o rosado, con el tiempo se torna negro y
adquiere un aspecto plegado. Las hifas son cortas, multiseptadas, de paredes

gruesas y pigmentadas de donde nacen microconidios.+5.58,102
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Fig. 12. Aerobasidium pullulans

Experiencia clinica

No es comuin encontrar pruebas cutaneas positivas a este hongo salve
en reacciones de provecacion. El dnico dato reportado es en un grupo de
pacientes escandinavos, en donde Aureobasidium fue encontrado como agente
de sensibilizacién.!?? No se conocen sus moléculas alergénicas ni se ha

estudiado en México.

En la familia dematiacea existen otros hongos que han sido asociados con
enfermedades alérgicas (rinitis y asma), como Ulocladium y Stemphylium de los

que no se conocen sus alergenos especificos.

Familia: Tubercularaceae. Involucra dos géneros alergénicos: Fusarium y

Epicoccum.

A TESS N DERE
it BE LA GBOTECA
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Fusarium moniliforme
Alergenicdad: B
Habitat; Extradomiciliario/Intradomiciliario

Se encuentra distribuido en

gramineas como el maijz y el sorgo,
causa frecuentemente enfermedades
en las plantas y e¢s el principal
parasito del arroz y cana de azicar,
se encuentra también en el platano
macho, tomate, sandia y otras frutas
y vegetales.98 Las colonias son
vellosas-secas, producen un
} pigmento de color rojo o rosa. El
i micelio macrosifonado mide de 1-2
pm de diametro.*5 Produce macro y
- microconidios. Los primeros son en

forma de luna creciente, miden 1-2

—

um de ancho y 53-8 pm de largo, los

FFiE. 13. Fusarium moniliforme segundos son en forma de
lagrima.10.45

Experiencia clinica.

Es causante de alergias respiratorias debido a humidificantes.% Alguncs
pacientes con alergia a Alternaria presentan respuestas a extractos de
Fusarium®® Se han encontrado también proteinas de 14-70 Kd en Fusarium
solani presentes en micro, macroconidios y micelio. El alergeno identificado es
Fus s Tcon P. M. 14-18 Kd. En pacientes alérgicos a este hongo se ha reportado
que el 64-66% presentan IgE especifica.

Collins y cols., realizaron en Washington D. C., pruebas de provocacion
nasai con hongos a 150 niflos con rinitis, €l 13.3% reaccionaron positivamente a

Fusarium.98.101.102
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Eplcoccum nigricans
Alergenicidad: B
Habitat: Extradomiciliario

Posee una amplia distribucién, ocupa el segundo lugar en la descomposicién de
plantas, suelo, pape! y textiles, se ha aislado de cereales y frutas. Es por ello que

resulta un alergeno ocupacienal, pues afecta particularmente a campesinos, 9.9

La colonia es de color amarillo naranja, algunas especies elaboran un pigmento
difusible de color rojo purpura que se observa al reverso. La colonia desarrolla
dreas oscuras a medida que los conidios maduran.'® Las células conidiégenas
estdn agrupadas en agregados (esporodoquios). Los conidios son cortos y
oscuros, producen dictioconidios multitabicados tanto longitudinal como
transversalmente en forma de red.”®

Experiencia clinica

Dixit y cols.,!? realizaron aislamientos atmosféricos de Epicoccum en San
Luis Missouri y Corpus Christi, E. U. En estudios prevics se identificé que el
hongo era frecuente en el ambiente de estos lugares. De 28 pacientes analizados
en San Luis, 13 presentaron pruebas cutineas positivas frente al extracto de
Epicoccum, mientras que en Corpus Christi, fueron 36 pacientes de los 98
analizados los que dieron las mismas pruebas positivas. Cabe sefialar que los
pacientes presentaban sintomas de rinitis, conjuntivitis ¢ asma estacionales, lo
cual se podia correlacionar con las épocas de niveles maximos de conidios. De
estos aislamientos se obtuvieron extractos de conidios y micelio que fueron
usados para pruebas cutineas y la técnica de Inmunoblot. En la separacion por
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE}, reportaron que el nimero
total de bandas en conidios y micelio fue de 40 y 38 respectivamente. De estas,
34 bandas estuvieron en ambos extractos, mientras que seis fueron tinicas para

conidios y cuatro solo para micelio.
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La banda mas frecuente correspondié a 42 Kd que reaccioné con 11 de los 17

sueros probados.

Dado que los resultados fueron semejantes en ambos tipos de extractos, y estos
se¢ elaboraron de cepas obtenidas por muestreo atmosférico, se puede concluir
que no existen diferencias significativas entre las cepas. Ademas, las fracciones

alergénicas estan tanto en conidios como en micelio.

En los extractos se presentd una baja actividad proteolitica, situacién contraria a
extractos de Cladosporium y Alternaria. De tal manera que cuando se usa un
extracto de Epicoccum se puede tener la seguridad de que habra la minima

degradacion de los alergenos por efecto de proteasas.

Levaduriformes

Clase: Blastomycetes
Orden: Criptococales
Familia: Cryptococcaceae

Esta familia involucra tres géneros alergénicos en los que los blastoconidios son

las estructuras alergénicas.

Candida albicans
Alergenicidad: A
Habitat: Extradomiciliario/Intradomiciliario

El habitat de las diversas especies de Candida son el humano y algunos animales
homotérmicos, agua, suelo, restos de plantas, frutos, liquidos fermentados ¥
alimentos lacteos.??

Las colonias son limitadas, planas cremosas, opacas y lisas, aunque

algunas veces se presentan rugosas, de color blanco o blance amarillento. 10
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Forma pseudomicelio largo y ramificado; cuando se siembra en el medio de corn
meal mas tween BO al 1%, forma clamidoconidios terminales e intercalares que

miden de 10-12 pm de didmetro con una doble membrana bien formada. 10

Fig. 14. Candida albicans

Experiencia clinica
Se han demostrado anticuerpos IgE especificos contra Candide en
pacientes con asma ¥y rinitis de tipo alérgico.

Alergenos identificados:

» Longbotton y cols., 2492 encontraron tres antigenos polisacaridicos en la
pared celular y una fraccién proteica en el citoplasma.

» Otro alergeno identificado que se presume es el principal, es una
proteina de 40 Kd la cual, mediante determinacién de la secuencia de
nuclestidos de dos clonas obtenidas demostraron que es una alcohol-
deshidrogenasa.??% En un estudio aplicando pruebas cutineas los
mismos investigadores reportan que 10 de 13 nifios atépicos presentaban
anticuerpos IgE contra este.®

» Se han reportado otros dos alergenos menores de 16 y 135 Kd.
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Rhodotorula rubra
Alergenicidad: C

Habitat: Extradomiciliario/Intradomiciliario

Se ha aislado de diferentes fuentes alimenticias, quesos y productos lacteos, aire,
suelo y agua.9s

La colonia es plana, limitada, cremosa ¥ lisa, presenta pigmentos
carotenoides de color naranja. Sus blastoconidios son ovoides, pequefios y
alargados, pueden presentarse individualmente en cadenas cortas o racimos; su
diametro es de 2-4 pm con células alargadas hasta 14 pm. No forma

pseudomicelio. 10

Se ha reportado en los muestreos atmosféricos, sin embarge, participa

escasamente como alergeno inhalable.75.102

Malassezia furfur (Pityrosporum orbiculare/ovale)
Alergenicidad: B
Habitat: Piel

Es un miembro de la microflora humana en piel y coloniza primariamente las
areas sebiceas. Se debe estar bajo condiciones predisponentes para que actie
como patdgeno. Es levaduriforme, sus blastoconidios miden entre 3 ¥y 8 pm de
diametro, estan acompanados de hifas gruesas y tabicadas de hasta 30 pm de

largo.0

Experiencia clinica

Cuando prolifera en la piel de pacientes con dermatitis atdpica, puede
generar la produccién de anticuerpos IgE-especificos Y exacerbar la
sintomatologia.?*

Se reporté recientemente la relacion existente entre sensibilizacién por

anticuerpos IgE hacia este hongo y la presencia de eccema atépico. Se concluyé
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que la presencia de IgE puede ser un parametro importante en estos

pacientes,%.102

Rokugo y cols., encontraron pruecbas cutaneas positivas a P.orbiculare en 75% de
los pacientes con dermatitis atépica. Ellos concluyeron que el hongo jugaba un

papel importante como alergeno derivado del ambiente. 8¢

Se han identificado algunos alergenos principales de M. furfur:
» Mal f 1: Es el alergenc principal y el primero que se identificé y cloné. Se
trata de una proteina con peso molecular de 36 Kd [determinado por la

secuenciacion de aminoacidos).106

En Succia se logré obtener el primer alergeno recombinante de M. furfir: rMal f 1
a partir de Mal f 1. Se expresd y purificé en células procaridticas (E. col) y en
células eucarioticas. Los productos de ambos sistemas fueron evaluados por su
capacidad de reconocer IgE de pacientes alérgicos a M. furfur. El 61% de los
sueros de 95 pacientes mostrd RAST positivo en rMal f 1 expresado en el sistema

eucaridtico, mientras que para el procariético fue del 43%.100

La importancia de contar con alergenos recombinantes radica en la necesidad de

contar con extractos confiables.
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Clase: Coelomycetes
Orden: Sphaeropsidales

Familia: Sphaeropsidaceae

Phoma bethae
Alergenicidad: C
Habitat: Extradomiciliario

Es un honge comin en tierra, dana

plantas y papas. La colonia es de
color gris en algunas ocasiones el
crecimiento micelial &s importante.
Sus estructuras de fructificacién son
los picnidios, estructuras
membranosas de forma globosa con

una pequeia papila en la punta. En

el interior del picnidic se producen

abundantes conidios a partir de
Fig.15. Phoma bethae

conididforos distribuidos en forma de

cordones. Cuandoe maduran, los
conidios se vierten al exterior del

picnidio simulando un volcan. 4%

Experiencia clinica

En algunos campos de E. U. se encontrd que el 10% de pacientes con
asma estacional presentaban crisis durante el verano, época en la que
predominaba €l hongo. En dicho estudio se logré establecer que se trataba del

segundo hongo mas comin en el ambiente, después de Alternaria.!02

No se han identificado sus moléculas alergénicas.
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4.3 BASIDIOMICETOS

Las royas {orden Uredinales) y tizones (orden Ustilaginales) son grupos de
basidiomicetos parasitos que infectan a un amplio espectro de plantas de cultivo
y silvestres.

Clase: Heterobasidiomycetes
Orden: Uredinales

Familia: Pucciniaceae

Puccinia graminis (roya)
Alergenicidad: C

Habitat: Extradomiciliario/Intradomiciliario

Presenta cuatro subespecies dependiendo de la graminea infectada: la trici (trigo},
la hordei (cebada), la secalis (centeno) y la avenae {avena). Son fitopatégenos de
cereales y se comportan como parasitos estrictos. Crecen sobre estas gramineas
formando pequerias colonias de aspecto polvoso color café, también se les conoce

como royas anaranjadas o negras.10.21.24.54

Experiencia clinica .

En las regiones agricolas los polvos de cereales sobre todo del trigo, son
una fuente importante de esporas de P. graminis que en pacientes atopicos, son
capaces de inducir alergias ocupacionales. El primer estudio clinico donde se
comprobd su alergenicidad fue el realizado por Peterson en 1801 en tres
pacientes asmaticos. En Rio de Janeiro {1949}, Murida reportd también la
frecuencia de sensibilizacién a este hongo. %

En E.U. Hamilton (1985} y Wich (1991), lo consideraron de gran
importancia sobre todo como responsable de causar alergias ocupacionales en

campos de gramineas. 5% No se han reportado sus moléculas alergénicas.
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Orden: Ustilaginales
Familia: Ustilaginaceae

Ustilago maydis
Alergenicidad: C
Habitat: Extradomiciliario

A este orden se le denomina cominmente carbones o tizones, debido a que sus

fructificaciones producen masas negras de esporas parecidas al carbén o al tizne.

U. maydis es conocido como carbén del maiz o cuitlacoche. Su ciclo bioldgico se
inicia con la germinacion de las basidiosporas que producen un micelio primario
que a su vez infecta a los tejidos del elote (maiz), dentro de los granos se efectiia
la unién de las hifas de los micelios compatibles, denominada dicariotizacién,
ocurriendo posteriormente fa esporulacién formando teliosporas. Estas forman
masas de color negro delimitadas por una membrana, constituyéndose asi los
telios, también llamados soros o agallas {estructuras carmosas de varios ¢cm de

tamario). La teliospora constituye la estructura alergénica,21.27

Experiencia clinica
La forma de sensibilizacion a éste es por inhalacion de las teliosporas, a
través del tracto respiratorio superior. El primer reporte de Ustilago maydis como

alergénico fue descrito en 1861 por Zapater.8!

En un estudio realizado en la Universidad de Michigan en 1985 por Burge se
encontré que Ustilago maydis interviene en el asma extrinseco y rinitis alérgica,
provecando reacciones positivas inmediatas en pruebas cutaneas, considerando

asi su importancia como aeroalergeno estacional. No se han identificado

alergenos especificos.

88

Facultad de Quimica-tUNAM



Importancia clinica & inmunoquimica de honqos atergénicos

Fig. 16, Ustilago maydis

Aunque la mayoria de los estudios se han enfocado a los deuteromicetos, existen
regiones en que los basidiomicetos aumentan su incidencia ambiental y clinica.
Tal es el casc de Inglaterra en donde se reportaron altas concentraciones de
basidiosporas de junio a septiembre; al igual que para Escocia y Gales. En los
afios sesenta, se reportd en estas ultimas regiones que el 29% del total de
esporas aéreas correspeondian a basidiomicetos, mientras que ¢l 25% era para los
Fungi imperfecti. En esos estudies, la frecuencia de pacientes sensibilizados a
basidiomicetos era mas importante que a deutercomicetos.**

En Nueva Orleans y Seattle, Butcher y cols., confirmaron su hipbtesis
acerca de que las basidiosporas eran el principal aeroalergeno fungico en estas
regiones. Su estudio lo realizaron en 42 pacientes adultos con asma y rinitis
estacionales. Las especies mas importantes fueron: G. saccatum, C. quadrifidus,

Scleroderma sp., P cubensis, P. ostreatus y A. tabescens. 12
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El equipo de Calderén!® realizé en 1995 el primer estudio de prevalencia de
basidiomicetos en la Cd. de México a lo largo de un afo en el Centro de Ciencias
de la Atmosfera de la UNAM. El trabajo se dividio en dos areas de dicha ciudad
con distintos grados de urbanizacién.

Los basidiomicetos fueron el segundo grupo de alergenos fingicos mas
abundante que se encontré después de los deuteromicetos, conformando el 32%
del total de esporas en una zona residencial y el 28% en un area comercial

urbana, Los resultados se presentan en la fig 17.
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Zona Comercial Zona Residencial

Fig. 17. Contribucién de distintas clases de hongos, en el aire de dos zonas de 1a
Cludad de México.

Durante las épocas de lluvia y humedad relativa de 70-80%, los niveles
estuvieron por encima de 400 esporas/m3. Este nivel estuvo por debajo de la
concentracién diaria en otras areas urbanas, que rara vez excedié de 2000
esporas/m?. Sin embargo, existen casos extremos como ¢l de Nueva Zelandia que
es por encima de 5000 esporas/m3. Bajo estas condiciones climatoldgicas,
también se detectéd una variacién diurna, ya que las concentraciones aumentaron

por las marnanas.

En este caso, Coprinus fue el mas abundante, con una cuenta de 103
esporas/m?®, seguido de Inocybe, Agrocybe, Boletus, Russula, Bovista, Panoleus,
Tilletia y Ustilago.
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Esta investigacién y la de Lehrer?? son ademas un ejemplo de que los analisis con
la subdivisién Basidiomycotina son relativamente nuevos, es por ello que se elige

un amplio rango de especies con lo que se pretende ir definiendo un panel mas

especifico, aplicable tanto a diagnéstico como en inmunoterapia de pacientes
alérgicos, tabla 9.

jul;ago 5.5a7porl0a lﬁ

A

A. muscaria Bosques con pinos jul-oct 7a9por9al2

A. tabescens Raices en putrefaccién sep-dic 4ab6porb6a’

C. cibarius Bosques jul-ago 4g5por7a9

C. molybdites Areas con hierbas may-dic 6a7porB5a%

C. quadrifidus Maderas duras deterioradas  jun-sep 4aSpor7a9

P. ostreatus Madera dura en extrema sep-feb 2a25por5.6
putrefaccon

P. cubensis Estiércol de vaca y caballo  feb-oct 7al0pori0al7

B. merulioides Micorrhizales jul-ago 6a75por7all

Boletus sp. Areas con hierbas jul-ago 4a9porl2als

G. lucidum Raices en putrefaccion y jun-dic 6a77porlfall
maderas duras

I, ludovicianus Raices en putrefaccién jul-sep 35ad4porSab

C. eyanthiformis Areas con hierbas jul-oct 35por7.5

P. tinctorius Micorrhizales, 4rboles jun-oct 8 por 12

Scleroderma sp. Areas variadas ago-dic 6.5 por 10

Lehrer y su equipo determinaron que la reactividad cutdnea frente a
Basidiomicetos era mayor con extractos de micelio que con los de esporas, la
comparacién también se hizo contra extractos comerciales. Del panel que este
grupo decidi6 aplicar, se reportd la frecuencia de sensibilizacién de cada especie;
de 83 pacientes analizados, el 58% dio prueba cutanea positiva a 2 honges -no
necesariamente los mismos-, mientras que el 27% solo reacciond a 1. La

informacion se presenta en la tabla 10.%7
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Scleroderma sp. 13
C. quadrifidus 10
P. cubensis

I ludovicianus
G. lucidum

C. cyanthiformis
B. merulioides
A. amara
Boletus sp.

A. labescens

P. ostreatus

P. tinctorius

A. muscaria

C. molybdites
C. cibarius

17
13
12
12
11
9
9
9
9
9
8
7
7
7
5

AU NN I~~~ ®OY

En el campo de la purificacién y caracterizacion de componentes alergénicos
especificos, existe el reporte para Pleurotus ostreatus, especie que abunda en
algunas regiones de E. U y Europa.32 Se obtuvo una fraccién alergénica con P.M.
entre 10.5 y 25 Kd. Por su parte lbanez logré obtener fracciones de Calvatia
cyathiformis, Geaster saccatum, Pisolithus tinctorius y Coprinus quadrifides,
también con P.M. entre 10.5 y 20 Kd. El Unico que se salié del rango fue

Scleroderma aerolatum con 70 Kd. de P.M.34

La alta alergenicidad de basidiosporas ha sido bien documentada, incluso son
alergenos igualmente importantes a los Fungi imperfecti en zonas geograficas
especificas. Sin embargo, esta actividad depende no solo de la concentracién en el
ambiente, sino también de la potencia alergénica de cada especie y de la

— o .
susceptibilidad de los individuos.12.13.32.34,27.44

4.4 REACTIVIDAD CRUZADA
Un individuo alérgico a hongos frecuentemente esta sensibilizado a varias
especies. Muchos asumen que este comportamiento es debido a la "reactividad

alergénica cruzada®.
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Entre los alergélogos este es un término comunmente usado para expresar
similitudes entre diferentes especies con respecto a la sensibilizacién y reacciones
en el sistema inmune relacionadas con €l anticuerpo IgE. Los inmunélogos son
mas precisos, para hablar de identidad alergénica o de identidad parcial a nivel
molecular, ésta se debe establecer por técnicas bioquimicas ¢ inmunolégicas en
las que se compruebe si los determinantes antigénicos tienen una region similar
¢ idéntica.

En este trabajo se emplea el término "reactividad cruzada” para referir
reacciones con respuesta de anticuerpos IgE. Se asume que un antigeno con
caracter de alergeno en una especie fungica, es capaz de sensibilizar a un
individuo produciendo anticuerpos IgE hacia este alergeno. Si un alergeno de otra
especie fungica es capaz de unirse especificamente a estos anticuerpos IgE, se
dice entonces que los dos antigenos y las dos especies fungicas presentan
reactividad cruzada.

El grado de reactividad cruzada entre dos especies va a depender del
numero y la relativa importancia de los alergenos individuales que cruzan.

Queda claro que reportar el término "reactividad cruzada” debe estar respaldado
por técnicas inmunoquimicas como electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE]), inmunoelectroforesis cruzada (CIE), radicinmunoelectroforesis cruzada
(CRIE), enfoque isoeléctrico (IEF), inhibicion de RAST, etc. Quizas la alternativa
ideal de comparacion deba ser a nivel genotipico, como el use de técnicas de
hibridacién de DNA. Dependiendo del "nivel” que sea escogido, sera la seguridad

que se tenga en el grado de reactividad alergénica cruzada establecida.

Para hongos el proceso es complicado. Es posible compararios por su apariencia
macro y microscopica; inmunoldgicamente se puede hacer con base en su
composicion antigénica y alergénica. Esta dltima resulta mas relevante para el
caso qQue nos ocupa, Sin duda, una complicacion en los honges es que poseen
una extraordinaria tendencia a variar en composicion y morfologia, por otro lado,
no existe garantia de que las condiciones de crecimiento usadas para una cepa en

particular produzcan en la preparacion final una adecuada representatividad del

93

Facyltad de Quimica-UNAM



Importancia clinica e inmunoquimica de hongos alergénicos

potencial de todos los alergenos en esa cepa. Pese a ello, algunos investigadores

han podido identificar los siguientes comportamientos:

1. En algunos casos existe poca ¢ nula reactividad cruzada entre diferentes
géneros. Karr y cols. no encontraron reactividad cruzada entre Aspergilius
Jumigatus y Alternaria alternata.*

Salvaggio y Aukrust encontraron un antigeno comun (cuya actividad
alergénica no ha quedado establecida), en Alternaria alternata y Cladosporium
herbarum.32.44

Otro estudio demostré que en dos basidiomicetos: Cantharellus cibarius y
Coprinus comatos tampoco existia reactividad cruzada.37

En un estudio realizado por la asociacion de Alergblogos para la
Investigacion Micologica Texas E.U) se tratd de encontrar una evidencia de
reactividad cruzada ente dos géneros: Fusarium y Epicoccum perc no tuvieron

E€xito, sin embargo, si fue posible reconocer que Epicoccum es mas alergénico.™

2, Reactividad cruzada significativa. Hoffman y Kozak demostraron reactividad
cruzada entre Alternaria, Stemphylium y Curvularia.® Otro ejemplo importante es
la gran similitud entre Ulocladium y Alternaria, se presume gue ambos poseen el

alergeno principal Alt-] {identificado inicialmente en Alternaria).25.58

3. Asi como especies del mismo género pueden presentar similitudes, también
presentan diferencias significativas. Hoffman y Aukrust reportaron diferencias
entre Cladosporium herbarum y Cladosporium cladosporides.+2982 Karr lo hizo con

Aspergilus fumigatus y Aspergillus flavus.?

4. Existen también diferencias entre cepas de algunas especies. Aukrust
demostré que 10 diferentes cepas de Cladosporium herbarum presentaban
diferencias inmunologicas y bioquimicas considerables.* Lo mismo se reportd
para cepas de Alternaria alternata.”! Wallenbeck llegé a las mismas conclusiones

cuando estudiaba 10 cepas de Aspergillus fumigatus. ¢
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Existe una serie interminable de variantes que obstaculizan la investigacién de
reactividad cruzada entre hongos. Como se expuso, algunos muestran similitudes
mientras que otros presentan claras diferencias en cuanto a poblacion de
alergenos. Por tales motivos, las relaciones taxonémicas no implican una retacion
alergénica, lo que conlleva a evidenciar que sec requiere de investigacién mas

profunda para establecer el grado de reactividad cruzada entre hongos.

4.5 EXTRACTOS ALERGENICOS Y HONGOS

A través de los aftos se ha establecido que un extracto alergénico de
cualquier naturaleza es una mezcla heterogénea compleja, constituida por
proteinas, carbohidratos, enzimas proteoliticas, pigmentos y que ademés puede
contener componentes de bajo peso molecular como lectinas, endotoxinas,
toxinas hemoliticas e histamina, que no necesariamente presentan actividad

alergénica.?s

4.5.1 Clases de extractos alergénicos

Desde que se inician los tratamientos inmunoterapéuticos a principios de
este siglo, las diversas escuelas y los autores que han profundizado en este
campo han venido recomendando distintos tipos de extractos. Basicamente

podemos considerar por su mayor difusién a los siguientes:5?

a) Extractos acuosos. Son en general los més utilizados ¥ a los que se les ha
observade menor indice de efectos secundarios. Su principal inconveniente
radica en que precisan de un mayor numerc de aplicaciones para alcanzar la
dosis de mantenimiento. El material alergénico es extraido en solucién salina
fisiolégica, a 4°C durante 24 horas y se esteriliza por filtracion.

Los extractos acuosos se encuentran disponibles en cuatro formas:

1. Extractos conservados en fenol: Usados para terapia. El fenol al 0.2-0.5%
inhibe el crecimiento microbiano. Pierden potencia mas rapido que los
extractos glicerinados sobre todo con incremento de la temperatura de
almacenamiento y a bajas diluciones. Se deben conservar en refrigeraciéon

a 4°C.
a5
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2. Extractos glicerinados: al 50% en glicerina con o sin fenol. Son usados
para pruebas cuténeas por pinchazo e intradérmicas y diluidos a menos
del 5% en glicerina. Pueden utilizarse en inmunoterapia, pero se debe
cuidar la concentracién de glicerina pues al incrementarla, la frecuencia
de reacciones locales se eleva,

3. Extractos liofilizados: material estable que se puede almacenar hasta dos
anos a temperatura ambiente. Dado que el proceso incrementa el costo,
estos extractos por lo general se usan en investigacion.

4. Solucién al 0.03% de albtmina sérica humana: la albumina sirve como un
excelente estabilizador, se debe adicionar ademas 0.09% de cloruro de
sodio y 0.4% de fenol.

b)Extractos retardados {depot). Se trata de extractos de liberacién lenta en el sitio
de la aplicacién ya que el alergeno es adsorbido en hidréxido de aluminio,
tirosina, etc. Esto tiene la ventaja de permitir la administracién de un numero
menor de dosis a intervalos mayores, aunque al administrarse dosis méas altas las

reacciones secundarias son mayores que las obtenidas con los extractos acuosos.

¢) Extractos modificados. Se trata de extractos polimerizados llamados alergoides
sometidos a modificacién quimica mediante tratamiento con formatdehido,
glutaraldehido, alginato, etc., y acoplados a polimeros de alto peso molecular, 0 a
un gel de hidroxido de aluminio. En este grupo también se encuentran los
extractos modificados por combinaciéon de métodos fisicos y quimicos, como los
de tiroxina-glutaraldehido. La dosificacién y administracién de ellos es muy

similar a los depot.

La potencia de un extracto es afectada por factores como 1)el tiempo,
2) temperatura de almacenamiento, 3) concentracién, 4) volumen del frasco vial,
5) presencia de enzimas proteoliticas, 6) presencia de estabilizadores y

antimicrobianos.36.74
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4.5.2 Experiencia con hongos

Con algunas excepciones notables -Altemaria, Penicillium, Cladosporium y
Aspergillus-, la importancia alergénica de los hongos aéreos comunes es todavia
dificil de aceptar por muchos alergélogos. Esta incertidumbre refleja en parte del
hecho de que la carga aérea estacional de conidios esta formada por muchas
particulas codominantes, cualquiera de las cuales o todas ellas podrian actuar
como alergenos. En general, los esfuerzos realizados para correlacionar patrones
de sintomas con agentes especificos fracasan debido a la complejidad de tales
exposiciones, de modo que los criterios clinicos se basan en su mayor parte en
patrones de reactividad cutanea utilizando extractos de los hongos mas
frecuentes. Sin embargo, no se han propuesto estandares de preparacién o de
actividad biologica definitiva en México, ademas, los extractos mas utilizados se
basan en micelios vegetativos desarrollados en medio liquido o simplemente en
diluciones del medio en el que se produce tal crecimiento. Estas preparaciones
son ricas en componentes somaticos y en productos de excresién, y provocan
respuestas papuloeritematosas vilidas en muchos pacientes atépicos, pero no
estd claro que estas sustancias miceliares reactivas sean también alergenos
inhalables clinicamente significativos ya que la sensibilizacion humana podria
producirse alternativamente por ingestiéon o por inhalacién de estos agentes en
pequenisimas cantidades. -

En 1942 Browning explica por qué el uso de medios de cultivo
convencionales para elaborar extractos alergénicos ofrecia solamente un 50% de
eficacia en el diagnéstico de alergia y comienza a realizar una serie de
experimentos para mejorar los extractos de hongos. En 1944 se empiezan a
observar resultados favorables, pero no fue hasta 1947 en que se hizo un reporte
confirmando que el cultivo en caldo representaba una mejor fuente de alergenos
comparado con el cultivo en placa, desde entorices se ha implementado este
medio para la produccion de alergenos. Dado que el proceso de extraccién
antecede a la dialisis, todos los nutrientes residuales son eliminados. 7

En 1953 Sheldon establecié que para efectuar el aislamiento ambiental, los
hongos debian ser obtenidos y cultivados en medio sélido, y de ahi proceder al
cultivo en medio liquido.??
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El objetivo que se ha perseguido es claro: obtener extractos potentes, no irritantes
¥ confiables tanto para diagnéstico como para terapia. En la practica ha quedado
demostrado que tanto micelios como esporas y conidios pueden ser empleados en

la preparacién de extractos con fines diagnasticos y terapéuticos.

En casos especificos como Alternaria aiternata las enzimas que pueden interferir
en los extractos son proteasas como la alfa-glucuronidasa y la amino peptidasa,
asi como las glucosidasas alfa-glucosidasa, beta-galactosidasa, beta-

glucuronidasa y alfa-manosidasa.64.71.9

Al trabajar con extractos que se adquieren comerc-i.almcntc, se debe tener en
cuenta que algunos de sus efectos no se pueden controlar ya que existe la
presencia de otros componentes ademas de la fraccién alergénica, en cantidades
desconocidas. Por otro lado, los métodos de estandarizacién empleados presentan
gran variabilidad, aGn cuande los extractos provengan de la misma casa

comercial.

Se han buscado alternativas para disminuir la variabilidad, tal es el caso del
trabajo realizade por Moser5S en donde obtuvieron un alergeno recombinante de
Aspergillus fumigatus: rAsp f I/ a. E! alergeno resulté relevante en individuos con
ABPA y alergia a A. fumigatus. La comparacién se realizé contra dos extractos
comerciales, con pruebas cutaneas, intradérmicas y ensayos seroldgicos (ELISA).
El alergeno rAsp fI/a no indujo falsos positivos ¥ no se reporté toxicidad tanto en
estudios con ratones a los que sec les inyecté 500 pg, como en humanos. La
méaxima cantidad usada en pruebas cutineas fue 104 veces menor a la usual
(50ng), pero generalmente una cantidad menor de rAsp f I/a es suficiente para
inducir reaccién cutanea positiva en pacientes alérgicos.

Este estudio demostré el potencial de alergenos recombinantes para el
desarrollo de preparaciones antigeno-alergeno estandarizadas, que pueden
usarse tanto en diagnéstico como en inmunoterapia, de esta manera se evitan

componentes no deseados. Sin embargo, los autores no mencionaron nada
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acerca de la relaciéon costo-beneficio que en paises como el nuestro resulta muy

importante.5s

No todas las fuentes de variacién dependen del que elabora el extracto, algunos
alergenos purificados y aparentemente homogéneos pueden ser contaminados por
productos de degradacion o per componentes alergénicos de reactividad inmune
similar. Los dictioconidos de Altermaria alternata estan pigmentados por un
compuesto polifendlico: la melanina. Los fenoles precipitan con proteinas
alergénicas y ello conlleva a una disminucién en la potencia del extracto.

Las proteasas también tienen efectos de degradacién de proteinas. Para
prevenir esta degradacién enzimatica se adiciona PMSF (fluoruro de fenil metil
sulfonato) que reacciona con el sitio activo de las proteasas y ademas EDTA,
agente quelante encargado de inhibir el Ca?* del que dependen las
enzimas .55,64,71,96

Se ha identificado a la extracciéon como el paso critico para obtener un
buen alergeno. La extraccion de alergenos especificos depende del tiempo: 1-24 h.
En general, alergenos con P. M. de 42, 50, 70 y 140 Kd se extraen rapidamente {1
hora).% Algunos alergenos pueden ser liberados por incubacién pasiva en
solucion de coca. Para el caso especifico de Alternaria alternata, el método de
rompimiento de células con buffer de carbonatos mas aditivos del tipo polivinil
pirrolidona {PVP} PMSF y EDTA, es eficiente para evitar la precipitacién de
proteinas con fenoles, no solo en la extraccién sino también para ofrecer
estabilidad en los extractos.64.96

En el proceso de didlisis se eliminan particulas de pesos moleculares
menores a 10 Kd. Los extractos sometidos a este proceso son mucho mas
potentes que los extractos crudos, probablemente porque en los primeros ya no
existe interferencia de componentes del medio ni metabolitos que puedan

bloguear los sitios de union. &
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Método de preparacion de extractos alergénicos
Se presenta a continuaciéon el método seguido en el Hospital Juarez de

México de la SSA, para la preparacitn de extractos alergénicos de hongos.

L. Equipo requerido
Autoclave
Microscopio optico
Equipo Millipore
Balanza Granataria
Balanza analitica
Bomba de vacio
Kejdhall

II. Reactivos
Medio de cultive Sabouraud dextrosa agar
Medio de cultivo caldo Sabouraud dextrosa
Colorante azul de algodén
Soluciéon de KOH al 10%
Solucién de Coca débil
Solucién de Evan’s
Glicerina
Acetona
Alcohol etilico
Fenol al 5%

Sol. Albiimina sérica humana al 20%
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1L, Proceso

» Elaboracion, extraccion y estandarizacion.

1. identificacion

a} Caracteristicas micromorfologicas mediante examen directo con solucién de
KOH al 10% y azul de algodén, buscando formas miceliales y de reproduccion
caracteristicas de cada género y especie,

b) Caracteristicas macromorfolégicas: se observard anverso y reverso de cada

colonia fungica.

2. Obtencién de la semilla fingica: se procede a inocular el medio liquido (caldo
Sabouraud dextrosa 100 mL) en frascos de 500 mL con tapén de gasa
previamente esterilizados. Se dejan en incubacién a temperatura ambiente por 10

dias en posicién horizontal.

3. Control de calidad de la semilla fingica: se confirma la pureza de los cultivos
realizando ¢l examen directo con solucién de KOH al 10% y azul de algodén, asi

como observacion macroscépica.

4. Obtencion de Biomasa: una vez confirmada la pureza de las cepas se procéde a
realizar la obtencion de la biomasa fiingica filtrandola a través de papel filtro de

poro cerrado.

5. Inactivacién y Secado: la biomasa es secada a temperatura ambiente por 24
horas. Después se trata con acetona 1:5 dejandola reposar por 12 horas

(inactivacién). Pasado este tiempo se filtra. El material obtenido se tritura y pesa.

6. Extraccidon de los alergenos: de la biomasa se procede a realizar una dilucién

1:5 peso/volumen con solucién extractante de coca débil, durante 72 h.

7. Obtencidn del extracto: después del tiempo de extraccién se procede a la etapa
de filtracion:

a) Prefiltraciéon (con papet fltro)
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b) Filtracién (membrana AP 25 y 15)

¢} Clarificacion {membrana de hemicelulosa AP 0.8}

8. Dialisis del extracto alergénico fiingico: se coloca el extracto dentro de la
membrana para didlisis, se sella, se introduce en un bafioc de solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7 durante 72 horas con el fin de eliminar
pigizentos carotenoides, flavoides y otras moléculas organicas menores de 5000
daltons.

Se toma una ruestra del extracto alergénico fiingico dializado y se determina el
PH que debe oscilar entre 6.8 y 7.2, de no ser asi volver a dializar con solucién

amortiguadora de fosfatos hasta alcanzar el pH deseado.

9. Glicerinado: el extracto alergénico fingico (e.a.f}, es glicerinade al 50% con
glicerina al 87%.

10. Clarificaciéon: el e.a.f. glicerinado se filtra en membrana de 0.45 i en matraz

Kitassato.

i1, Esterilizacion: el e.a.f. clarificade se esteriliza a través de membrana
hidrofilica de celulosa de 0.20 p en equipo Millipore adaptado a matraz Kitassato,

todo en condiciones de esterilidad, utilizando bomba de vacio.

12. Envasado: €l e.af. glicerinado se envasa en frascos de S0 mL con tapén de
hule, estéril y despirogenizado, en campana de flujo laminar. Cada frasco vaciado

y tapado se sella con gargolas de aluminio

13. Etiquetado: Cada frasco de c.a.f. es etiquetado anotando nombre completo,

concentracién, fecha de elaboracidn y caducidad.

14. Control microbiolégico: Se verificara la probable contaminacién microbiana
realizando cultives por duplicado a cada frasce de e.a.f. utilizando los medios de

B.H.I (aerobios) y tioglicolato {(anaerobios), incubando a 37° C por 15 dias.
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15. Estandarizacion: se realiza por el método de Kjedhall, determinando Unidades

de Nitrégeno Proteico por mililitro {UNP/mL).

16. Liberacién de preducto terminado: la negatividad en cada cultivo (ausencia de

desarrollo microbianc) autoriza la liberacién de los e. a. f. para su uso.
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V. ENFERMEDADES ALERGICAS
CAUSADAS POR HONGOS

parte de la hipersensibilidad mediada por IgE existen otras enfermedades

respiratorias inducidas por hongos. En este sentido algunos individuos

susceptibles han desarrollado respuestas de hipersensibilidad a hongos
que guian a sindromes clinicos reconocidos como Sinusitis Micética Alérgica
(AFS), Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica (ABPA), Pneumonitis por
hipersensibilidad, y Dermatitis atépica. Algunos sugieren que estos desérdenes
patolégicos no corresponden a una colonizacién saprofitica de hongos sino a una
reaccién de hipersensibilidad. La situacién inmune del huésped, la carga
ambiental 0 masa de conidios e hifas presentes y las condiciones estructurales
locales de los senos paranasales u otros tejidos que causan hipoxia tisular, son

factores que predisponen a la aparicién de una alergosis filngica especifica.

5.1 ORGAROS DE CHOQUE

En las alergopatias se encuentran involucrados uno o varios drganos, o
bien un sistema puede presentar manifestaciones diversas como las que se
mencionan en la tabla 11.

La activacién y degranulacién de células cebadas conduce a la llamada
reaccion anafildctica en la que intervienen conjuntamente piel, aparatos

digestivo, respiratorio y cardiovascular.
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Tabla 11.

Manifes
e

aciones alérgicas
Organo de chogue

Dermatitis atépica

Piel

Angicedema Piel
Urticaria Piel

Rinitis alérgica

Mucesa nasal

Asma Brongquial Extrinseco

Tracto respiratorio superior

Conjuntivitis

Conjuntiva ocular

Gastroenteropatias

Mucosa Gastrica

5.2 SINusITIS MIcOTICA ALERGICA

La sinusitis micética alérgica se reportd por primera vez en 1971 por
Plaignaud. Se trataba de una enfermedad relativamente nueva que afectaba los
senos paranasales; en 1983 Katzenstein y colaboradores la describieron como
"sinusitis alérgica a Aspergillus’. El término "sinusitis micotica alérgica” (AFS por
sus siglas en inglés}) en lugar de “"sinusitis alérgica a Aspergillus' es en la
actualidad de uso generalizado debido a que se ha demostrado gue otros hongos
provocan un cuadro clinico similar.1488 En Europa y Estados Unidos, géneros
como Aspergillus, Mucor, Candida, Penicillium y Fusarium son los causantes
comunes de este padecimiento. Otras especies aisladas incluyen a hongos de Ia
familia Dematiacea come Dreschlera, Curvularia y Alternaria. Goldstein presentd

el primer reporte de AFS causada por Rhizomucor,2?

La AFS es una enfermedad no invasiva de los senos paranasales que puede ser
causada por una variedad de organismos fingicos. La naturaleza de la sinusitis
paranasal por hongos ha sido categorizada dentro de 4 distintas formas clinico-

patologicas:

1)Sinusitis crénica indolente
2)Sinusitis invasiva
3)Masa o “pelotas-” fliingicas

4)Sinusitis alérgica fungica
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Diagnéstico. La descripcion clinica inicial de la sinusitis alérgica por Aspergillus
indicaba que los pacientes tenian antecedentes de multiples cirugias sinusales y
opacificacién de senos paranasales en radiografias simples; también habia con
frecuencia antecedentes de poliposis nasal. Las radiografias de térax eran
normales. El diagnéstico se establecia comiinmente en el momento de la cirugia,
cuando el descubrimiento de moco viscoso llevaba a la blisqueda de una causa
micotica. En la actualidad, todos los casos de sinusitis alérgica flingica presentan
caracteristicas radiologicas y patoldgicas similares que incluyen pélipos nasales,
opacidad radiolégica en senos paranasales y presencia de escasos elementos
fungicos en moco. Es importante que los especimenes obtenidos de la cirngia
sean sometidos a andlisis micro y macroscopico a través de medios de cultivo
para bisqueda de hongos. La valoracidn histopatolégica de las muestras
quirirgicas revela "mucina alérgica” que contiene eosinéfilos, restos celulares,
cristales de Charcot-Leyden e hifas. Existe ademas reactividad cutdnea inmediata
contra alergenos de la especie responsable, elevacién de IgE sérica total, elevacién
de IgE e IgG especificas. 1488

Los mecanismos patégenos responsables de AFS pueden ser diferentes de los de
aspergilosis broncopulmonar alérgica. En particular una elevada exposicién en
las vias aéreas superiores predispone la colonizacién fangica de "mucina alérgica”
dentro de los senos paranasales.

Los cambios fisiologicos en los senos paranasales y la presencia de mucina

sinergizan y representan un ambiente favorable a la proliferacién fungica.

Los pardmetros séricos alergolégicos incluyen niveles séricos de IgE total, cuenta

total de eosindfilos y pruebas cutaneas.

Casos clinicos. De 138 casos de AFS reportados hasta 1995, las especies que
resultaron responsables fucron Aspergillus, Bipolaris/Dreschlera, Curvularia,
Alternaria, Helminthosporium y Rhizomucor [inico caso detectado de sinusitis

alérgica fiungica por un mucoral, ya que estos siempre se habian reportado como
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causantes de sinusitis crénica indolente y sinusitis invasiva).?3.82 La proporcion

de incidencia entre hombres y mujeres es 1:1.

Tratamiento. Tiene dos vertientes: quirirgico y farmacolégico. El primerec ha
consistido sobre todo en drenaje de los senos afectados por procedimientos
convencionales como etmoidectomia externa. Puesto que en general el diagnéstico
se establecidé al momento de la cirugia se ha definido bien el tratamiento
farmacolégico postoperatorio. Varios autores han sugerido el uso de
corticosteroides sistémicos, tratamiento local con estersides via intranasal,
cromoglicato disédico, anfotericina B, irrigacion nasal con solucién salina mas
esteroides orales. La administracién de antifingicos locales y sistémicos se

recomienda cuando la sinusitis fiingica es invasiva.14.23.88,

5.3 ASPERGILOSIS BRONCOPULMONAR ALERGICA

La aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), es una enfermedad
pulmonar usualmente atribuible a Aspergillus fumigatus y A. niger. Esta
enfermedad fue descrita por vez primera en 1952, En E. U. se hizo el primer
reporte en 1965 en un nifio de 9 afios. Actualmente se considera que del 1-2% de
pacientes con asma cronica y el 11% de los que padecen fibrosis quistica
presentan ABPA 9.79.92

Se presenta en adultos jévenes atdpicos con asma alérgica originada por
una respuesta concomitante de anticuerpos IgE e IgG contra Aspergillus. Origina
bronquiectasis y otros cambios pulmonares destructores, pero es posible prevenir

el dafio tisular si se diagnostica y se trata adecuadamente.

Cuadro clinico. La inhalacion de conidios de Aspergillus induce una reaccién
broncoespasmica inmediata, mediada por IgE, éstos quedan atrapados en el moco
intraluminal de los bronquios proximales grandes. Cuando los conidios germinan
y se produce micelio, la reaccién de anticuerpos IgE contra éste, ocasiona dafio
tisular e inflamacién, quizd como resuitado de la formacién de compleios
inmunitarios. Los ataques repetidos debilitan la pared bronquial y originan

bronquiectasia focal. El proceso inflamatorio se extiende hacia el parénquima
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pulmonar peribronquial y ocasiona infiltrados inflamatorios agudos que culminan
con la destruccién cronica del parénquima y fibrosis.?.79.92 Las hifas de Aspergillus
¥ células inflamatorias se pueden encontrar en los tapones de moco. En la pared
bronquial adyacente se infiltran células mononucleares ¥ eosinéfilos,

El cuadro clinico de ABPA es el del asma con ataques agudos de fiebre, tos
¥ tapones mucosos, dolores toracicos y malestar general, rinorrea, edema de la
mucosa nasal, estornudos constantes, conjuntivitis ¥ prurito nasal. Puede haber
hemaptisis. Como sintomas no especificos puede haber cefalea, artralgias y

mialgias.?92

Diagnéstico. La prueba cutianea intradérmica origina una reaccién doble de
roncha y eritema mediada por anticuerpo IgE contra Aspergillus, seguida de
reaccién de Arthus. En el 70% de los casos se encuentran precipitinas séricas
contra Aspergilius. Las pruebas de RAST y ELISA pueden detectar anticuerpos
IgE e IgG.40

La IgE total se encuentra aumentada. La eosinofilia esta presente en
sangre y esputo. Los cultivos y frotis de tapones mucosos o esputo pueden revelar
presencia de Aspergillus. La radiografia de térax puede mostrar varios datos pero
también es posible que sea normal. Durante la fase aguda, los tapones mucosos
pueden originar areas focales de atelectasia o inciuso colapso de un segmento o
lébulo. La enfermedad crénica por lesiones agudas repetidas, puede ocasionar

pérdida de volumen, en particular de 16bulos superiores, ver tabla no. 12.

Tabla 1

1. Obstruccién bronquial episédica
2, Eosinofilia en sangre periférica

3. Reaccioén cutdnea positiva inmediata
4. Anticuerpos séricos precipitantes

5. IgE sérica elevada
6
7
8
9

. Antecedente de infiltrados pulmonares

. Bronquiectasia central

. Cultivo de esputo positivo a Aspergillus

- Antecedente de expectoraciones de tapones ¢ particulas coler marron
10. Reaccién cutédnea de Arthus
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Diagnéstico diferencial.

Aspergilomas o saprofitacién pulmonar. Los aspergilomas se forman en lesiones

cavitatorias previas por la aspiracion constante de conidios. Comienzan a invadir
los espacios dando origen a las "pelotas fangicas” constituidas por masas de
micelio compacto, entremezcladas con moco; generan irritacién bronquial y
obstruccién, pero no invaden los tejidos. Cuando comienza la colonizacién de los
hongos no hay sintomatologia hasta que el aspergiloma se ha formado. Los
pacientes presentan tos en ocasiones mucopurolenta con hemoptisis recurrente;
algunos refieren fiebre, disnea y malestar general. Cursan con IgG elevada, la IgE
puede estar aumentada o no, en los casos en que se incrementa el paciente

presenta cuadro alérgico.!?

Infeccién pulmonar invasiva. Se observa en pacientes inmunosuprimidos. En este

proceso si se invade el tejido pulmonar como resultado de la formacién constante
de conidios y micelios originando lesiones pulmonares crénicas, que dan el
aspecto de neumonia necrosante o de abscesos pulmonares. En este caso se
presentan cuadros de tos constante, espectoracion mucopurolenta, hemoptisis,
fiebre, disnea, astenia y adinamia. Se genera trombosis de los vasos y necrosis
localizada por lo que la infeccion se puede diseminar a diversos érganos. En la
imagen de rayos X se observa cuadro de broncopulmonia con infiltrados y
multiples zonas de consolidacion. Hay deficiencia de inmunidad celular; los

anticuerpos IgE e IgG no se encuentran elevados.10

Tratamiento. El diagnostico es importante debido a que la terapéutica sistémica
con corticosteroides a altas dosis origina reschucion rapida del episodic alérgico
inflamatoric agudo, previene dafics bronquiales y de parénquima brongquial
irreversible a largo plaze. Una dosis diaria inicial de 60 mg de prednisona en
dosis divididas debera mantenerse hasta curacion clinica y radiologica, después
de lo cual una disminucién lenta de la dosis con mantenimiento de 20 a 30 mg
cada tercer dia previene recaidas. Es util llevar el seguimiento de los valores

totales de IgE sérica que se reduce durante las remisiones y se ¢leva con las
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recurrencias. Las radiografias torécicas seriadas deben ser también parte del
Praceso de seguimiento. 9.30.79,92

El asma concurrente se debe tratar de la manera habitual o cual incluye
antihistaminicos, antimicéticos e inmunoterapia, excepto con Aspergillus dado

que en teoria, aumenta los niveles de IgG.10

5.4 RINITIS ALERGICA

Se trata de la forma més comun de enfermedad alérgica que afecta al 15%
de la poblacién. La rinitis alérgica se puede definir como una enfermedad
inflamatoria no infecciosa de los conductos nasales, debida a hipersensibilidad
frente a alergenos exdgenos; puede ser estacional o perenne.

Es un padecimiento muy frecuente en los nifios, pero se presenta a
cualquier edad; muchas veces no es diagnosticado ¥ tratado debido a que no
pone en peligro la vida del paciente; llega a ser catalogado como gripe constante
razon por la que los padres nio le dan la importancia debida. La rinitis puede ser
estacional cuando estan implicados pélenes, o perenne cuando la responsabilidad
recae sobre Acaro del polvo doméstico, caspa de animales u hongos, pudiendo
haber la participacién de las tres causas.

Los alergenos inhalados son responsables de la rinitis en el 90% de los casos. La
rinitis crénica es causa, trastorno coexistente o factor predisponente de muchos
casos de otitis media serosa y rinosinusitis crénica.?992

Los alergenos inhalados son depositados en la superficie mucosa de la
parte anterior de la cavidad nasal, donde liberan componentes alergénicos
solubles en agua dentro de la capa de moco. Estos reaccionan con células
sensibilizadas con IgE que se produce de forma local en los tejidos linfoides y en
la mucosa. Las células responsables son probablemente los baséfilos en el moco y

los mastocitos del epitelio. 20.79.92

Cuadro clinico. Tiene lugar la liberacién de mediadores con dilatacién
subsiguiente de vasos sanguineos y edema junto con irritacion nerviosa; esto
conduce a sintomas de congestién, rinorrea con secrecién hialina, prurito,

lagrimeo y estornudos en serie. Algunos individuos experimentan una respuesta
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tardia durante la cual hay una afluencia de células inflamatorias en la mucosa
nasal entre las 4-12 horas posteriores al contacto inicial con el alergeno. Estas
células consisten en un 50% de neutréfilos, 30% de eosindfilos, 20% de células

mononucleares y 1% de baséfilos, 30.79.90.92

Diagnéstico. La inspeccion de la nariz es parte integral del examen fisico en todos
los pacientes. La revisién y palpacién de la nariz externa permiten descubrir
desviacién del tabique o ensanchamiento del dorso dseo de la nariz, como
consecuencia de la obstruccién nasal persistente. El saludo alérgico, término que
describe el rascado y la manipulacién dorsal de la nariz puede producir una
arruga transversal externa. No debe omitirse la exploracion ocular
(enrojecimiento, lagrimeo, etc.). Las determinaciones rutinarias de laboratorio
deberan incluir sisteméaticamente el estudio de la citologia nasal, predominando
los eosinofilos, mastocitos neutréfilos, células epiteliales y bacterias. La
radiografia puede mostrar opacificaciones de senos, engrosamiento de la mucosa,
quistes, pdlipos, etc. Se debe monitorear los niveles séricos de IgE total,

Las pruebas cutidneas son el procedimiento de diagndstico mas adecuado

para identificar alergenos especificos para cada paciente atopico. 30.79.90.92

Tratamiento. Consiste en medidas ambientales para evitar la exposicién al
alergeno. Los antihistaminicos son los farmacos de uso mas frecuente. Los
descongestionantes nasales administrados por via oral, pueden ser de utilidad
solos ©o en combinacion con antihistaminicos. Las gotas oftalmicas
sunpaticométicas y antihistaminicas son de utilidad para la conjuntivitis.

Los corticosteroides sistémicos pueden ser eficaces en extremo para aliviar los
sintomas de la rinitis alérgica, pero ya que la enfermedad es un estado crénico
recurrente y benigno se deberan usar con mucha precaucion. La inmunoterapia

ha demostrado ser eficaz para tratar la rinitis alérgica.30.79.90.92

5.5 Asma EXTRINSECO

Conocida también como enfermedad obstructiva reversible de vias

respiratorias, se caracteriza por hiperrespuesta del arbol traqueobronquial. Es
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importante entender que asma y atopia pueden coexistir, pero sole alrededor de
la mitad de poblacién de asmaticos tiene atopia, y un porcentaje menor de
pacientes atdépicos sufre asma.

Los pacientes con asma extrinseca desarrollan la enfermedad en la vida
temprana, generalmente en la infancia o en la nifiez. Los ataques de asma
pueden ser consecuencia de exposicion a alergenos como polen, acaros, hongos,

escamas de animales, etc. 6.92

Cuadro clinico. Se caracteriza por ataques de respiracién sibilante y disnea, que
puede variar en gravedad desde una molestia ligera hasta insuficiencia
respiratoria que ponga en peligro la vida del paciente. El ataque de asma
ocasiona falta de aliento, sibilancias y opresién toracica. Casi siempre hay tos y
con el asma prolongada puede producirse un esputo espeso y adhesivo, fatiga,

malestar general irritabilidad y sudoracién. 692

Diagnéstico Es importante hacer una evaluacién inicial que incluya historia
clinica completa asi como exploracion fisica que investigue los siguientes
datos:6.20.92

a) Historia: determinar el inicio y duracién del episodio, identificar factores

precipitantes, ingesta de liquidos, vomito diuresis, medicamentos
administrados, dosis y tiempo.

b) Exploracién fisica: estado general y de conciencia, hidratacién, signos de
dificultad respiratoria, disnea, cianosis, frecuencia respiratoria y cardiaca,
tensidn arterial, pulso, temperatura, peso, talla, retraso espiratorio, sibilancia
y otro tipo de estertor o ausencia de murmullo vesicular.

¢} Datos de laboratorio: en ocasiones se puede considerar la necesidad de
estudios de laboratorio como biometria hematica, radiografias de térax y
senos paranasales, pasometria, si la edad y condiciones del paciente lo
permiten, espirometria, niveles de IgE total y especifica asi como pruebas
cutaneas, cuenta de eosinofilos en sangre total, periférica y en secreciones
nasales. El analisis de esputo revela eosinéfilos y cristales de Charcott-

Leyden.
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Con los signos de dificultad respiratoria las crisis se clasifican como: leve,
moderada o grave; y de acuerdo con lo encontrado en la historia y examen fisico,
se decide si el paciente puede ser manejado como externo o amerite

hospitalizacién.

Tratamiento. Es indispensable el control ambiental. Los broncedilatadores como
adrenalina y salbutamol son eficaces y se utilizan en el ataque agudo o para
manejo a largo plazo. Los glucocorticoides son muy eficaces incluso cuando han
fallado otros tratamnientos; se inicia con dosis alta y se continia hasta que se
alivia la obstruccion, regresando a la normalidad los datos fisicos y los indices de
flujo. Como tratamiento profilactico a largo plazo es comin administrar
cromoglicato disddico en dosis de 20 mg mediante inhalacion. La efectividad del
tratamiento con inmunoterapia se ha comprobado en varios estudios

controlados.?2

5.6 DERMATITIS ATOPICA

La dermatitis atdpica (conocida también como neurodermatitis, eccema
atopico o prurige de Besnier) es un trastorno cutineo crénico con caracteristicas
familiares e inmunolégicas de atopia. Se caracteriza por una respuesta
inflamatoria dérmica pruriginosa que induce a una erupcidn cutanea
caracteristica de distribucion simétrica, con predileccién por ciertos sitios. Existe

aumento de IgE total sérica. 92

Cuadro clinico. La enfermedad casi siempre se inicia en la lactancia o infancia
temprana. Muchos casos se alivian alrededor de los dos anos de edad. La
persistencia en la infancia tardia y vida adulta se caracteriza por ciclos frecuentes
de remisién y exacerbacion. El sintoma principal es el prurito. A menudo se
empeora durante la noche y se estimula por cambios de temperatura, sudor
ejercicio, estrés emocional y angustia. El rascarse y friccionarse ocasiona que se
incremente la erupcién cutinea eccematosa tipica. El prurito también se
exacerba por irritantes como lana, jabén y solventes desengrasantes. La piel tiene

apariencia seca y escamosa. Las lesiones cutdneas activas se caracterizan por
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pépulas inflamadas muy pruriginosas, eritema y descamacion. El rascado origina
efusién serosa y descamacién. Las lesiones cronicas aparecen engrosadas y
liquenificadas. A menudo esta afectada la cara ¥ los pliegues con predileccién
antecubital y cuello. 92

Diagnéstico. En 60 a 80% de los casos se presenta elevacién de IgE total sérica. Al
microscopio, la lesién aguda se caracteriza por edema intercelular, la dermis ests
infiltrada con células mononucleares y linfocitos CD*. Son inusuales neutréfilos,
eosindfilos, células plasmaticas y baséfilos, no hay vasculitis pero pueden
observarse células cebadas degranuladas. La dermis esta infiltrada con células
mononucleares, de Langerhans y cebadas. La elevacion marcada de IgE es
confirmatoria. Por lo general no se requiere biopsia. Las pruebas cutaneas in vivo
e in vitro casi siempre originan resultados positivos que pueden reflejar alergias

respiratorias concomitantes o sensibilizacién asintomatica.

Tratamiento. La dermatitis atdpica es una enfermedad crénica que requiere del
cuidado cutidneo adecuado, control ambiental, farmacos y evitar alergenos. Ya
que la piel seca incrementa la tendencia al prurito, la medida preventiva mas
importante es la aplicacion frecuente de hibricantes tépicos no irritantes. Areas
pequeiias de eccema activo responden bien a corticosteroides topicos, pero es
posible que la afeccién aguda de grandes areas de la piel justifique el uso de
corticosteroides por via sistémica, comenzando con una dosis alta y
disminuyendo de forma gradual y lenta hasta que desaparezca la erupcién aguda.
Los antihistaminicos orales ayudan a controlar el prurito. Se deberan evitar los
irritantes como jabon, tela, lana y detergentes. La limpieza en ufias y manos es
importante para evitar infecciones secundarias, y si éstas se presentan se debera

prescribir el antibiético adecuado.?
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6.1 DIAGNOSTICO

n 1873, Blackley describi6 por primera vez una reaccion de

enrojecimiento y edema posterior a la escarificacién c¢on polen en una

persona sensible. Este fue el inicio de un método diagndstico de gran
importancia hasta la actualidad.
Las pruebas de alergia no diagnostican enfermedades alérgicas: s6lo determinan
la presencia o ausencia de anticuerpos IgE especificos para el alergeno. Aunque
éstos ultimos son un componente necesario en la patogenia de la enfermedad
alérgica, la decisién final sera la conjuncion del anélisis de: la historia clinica, las
condiciones ambientales, el examen fisico y las pruebas de gabinete. Asi las
cosas, las pruebas de alergia son un complemernto del procese y todo en conjunto

permite llegar a la terapéutica especifica para cada paciente.

Pruebas in vive

El término prucbas in vivo corresponde a todas las efectuadas
directamente sobre el cuerpo. Las mas comunes son cutirreacciones inmediatas,
cutirreacciones tardias, pruebas de parche, prueba conjuntival, prucba oral y
prueba de exposicién bronquial. Para ¢l estudio que nos ocupa, nos limitaremos
a las cutirreacciones inmediatas, que son el método mas utilizado para
determinar la presencia de IgE especifica para alergenc. La piel es un ¢rgano

conveniente para probar, ya que estd equipada con todos los elementos
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necesarios para despertar una reaccién alérgica localizada y controlada, aunque
la enfermedad esté dirigida contra otro 6rgano. La ventaja de estas pruebas es
que son confiables, baratas, con resultados disponibles en poco tiempo, y se
pueden probar varios alergenos de manera simultinea. La desventaja es que
pueden presentar riesgos para el paciente, se prohibe su aplicacién en piel

hipersensible, dafiada o con dermografismo.9.92

La respuesta puede ser inmediata/tipo I, que es maxima a los 15 minutos, 0
tardia/tipo IV, que es maxima hasta 24-48 h.

Las cutirreacciones se subdividen en pruebas epicutaneas e intradérmicas. Los
métodos difieren basicamente en la cantidad y profundidad a la cual se introduce

el extracto y en la técnica utilizada para introducirlo en la piel.

Tipos de pruebas cutdneas. Introduce en un solo punto de la epidermis una

pequefia cantidad de alergeno suficiente para reaccionar con los anticuerpos IgE
fijos a las células cebadas cutaneas, para que liberen mediadores y originen una
papula visible y eritema. La prueba de puncién probablemente sea la mas
utilizada. Se lleva a cabo colocando una gota de extracto sobre la piel y luego se
punciona con una aguja que atraviesa el extracto formando un angulo de 45°.
Una pequeiia cantidad de extracto reviste la aguja y penetra en la piel. La prueba
de puncidn es similar a la de pinchazo (prick), una lanceta se introduce en la piel,
a través de una gota de extracto. Las pruebas de escarificacién o dermabrasién se
efectian ejerciendo un pequeiio rasgufio a través de la gota de extracto o bien
aplicando la gota de extracto a un pequefio rasgufic efectuado previamente. En
todos los casos la reacciéon se mide y registra después de 15 a 20 minutos. Los
resultados se pueden interpretar de acuerdo a la tabla 13.

Se pueden aplicar en la espalda y en la parte interna de los brazos. En el
caso de la espalda se pueden llegar a probar 50 o mas alergenos
simultaneamente, pero los sitios por probar deberén estar separados al menos
3.5 cm. Se debe incluir un contro! negativo que corresponde al diluyente del
alergeno o bien solucién amortignadora de fosfatos (Evan’s}, que no producira

ninguna reaccién local, y un control positivo de fosfato de histamina acuosa o
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glicerinada, la que siempre formara ronchateritema entre 5-20 mm (dependiendo
del tipo de prueba).?92.105
No se deben ingerir antihistaminicos {incluyendo los no sedantes o de segunda

generacitn), antidepresivos triciclicos, corticosteroides, teofilina,

simpaticométicos y cromolina, 24 horas antes de la prueba.s?

Puncién/Escari Neg. Sm roncha [+] entema
ficacion 1+ Diametro de eritema: 11-20 mm. Diametro de roncha:
5-10 mm.
2+ Diametro de eritema: 21-30 mm. Diadmetro de roncha:
5-10 mm.
3+ Diametro de eritema: 31-40 mm. Didmetro de roncha
10-15 mm con pseuddpodos.
4+ Diametro de eritema: mayor de 40 mm. Diametro de
roncha: mayor de 15 mm con pseuddpodos.
Intradérmica Neg. Sin roncha o eritema.
1+ Roncha del doble del tamario del control; eritema < 20
mm de diametro.
2+ Roncha del doble del tamario del control; eritema > 20
mm de didmetro.
3+ Roncha tres veces mas grande que el control; eritema.
4+ Roncha con pseuddpodos; eritema,

Pruebas intradérmicas. En este caso se introduce en la dermis un volumen de
alergeno que va de 0.05 a 0.1 mL, pero casi siempre es de 0.1mL. Se detectan
respuestas mediadas por IgE (atopicas o anafilacticas) o mediadas por linfocitos
T efectores (hipersensibilidad celular o tardia). Solamente se deben aplicar en el
brazo, de manera que se pueda utilizar un torniquete en caso de reaccidén
sistémica. Existe una respuesta tardia (después de 12 horas) de eritema e
induracién. Una prueba positiva consiste en induracién de 10 mm o mas de
diametro. La prucba intradérmica es 1000 veces mas sensible que las otras

pruebas cutaneas..62.92

Las técnicas de aplicacion para las pruebas cutaneas se presentan en la figura

18,
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Fig. 18. Técnicas para pruebas cutineas. A:Pinchazo (prick). B:Prueba
intradérmica.92

Pruebas in vitro

Las pruebas in vitro disponibles actualmente para la determinacion de Igt
alergeno-especifica se basan en el mismo principio, Todas son pruebas
alergosorbentes {-AST), lo cual significa que el alergeno correspondiente se fija a
un soporte sélido, formando un alergosorbente. Este se expone al suero del
paciente, si contiene IgE especifica para el alergeno, se fijara. La IgE que no se
fija es eliminada por lavado, junto con el resto del suero, El alergosorbente se
hace reaccionar después con un anticuerpo anti-IgE humana marcada. El grado
de fijacion de anti-IgE es proporcional a la cantidad de IgE unida al
alergosorbente, por tanto, estableciendo cuantitativamente la cantidad de anti-
IgE unida, puede estimarse la cantidad de IgE especifica que hay en el suero.52

Los diferentes sistemas de pruebas in vitro para IgE varian principalmente
en dos aspectos: el primero es que depende del tipo de sostén sélido utilizado
para producir el alergosorbente; asi, la prueba de RAST utiliza algin tipo de
celulosa (celulosa microcristalina, sefarosa o discos de papel). Los alergenos se
fijan a la celulosa en forma covalente después que es activada quimicamente con
bromuro de cianégeno. Otros sostenes solidos incluyen hilo de celulosa, tubos de
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plastico, placas de plastico para microtitulacién, esferas de plastico y
membranas sintéticas,

La segunda diferencia es el método utilizado para marcar el amticuerpo
anti-IgE. Las primeras marcas fueron moléculas radiactivas, generalmente 175,
En fechas mas recientes se han popularizado marcas enzimaticas que producen
valoraciones inmunosorbentes dependientes de enzima (ELISA).

El equipo necesario para llevar a cabo los ensayos depende de la marca
utiizada. La prueba de RAST requiere contadores gamma; las senales
enziméticas se descubren por la conversién de un sustrato en otro producto -por
accion de una enzima- que suele ser colorido. Existe un nuevo sistema de
deteccién {(MAST) en donde la reaccién enzimética es luminiscente, es decir, la
reaccién quimica produce luz y ésta se descubre por una placa fotografica que se
revela automaticamente. Un densitémetro puede medir el grade de exposicién
que sufrid la pelicula o bien, a través de un luminémetro que mide Ia
luminiscencia producida en funcién de la cantidad de anticuerpos IgE especificos
presentes. Por ultimo, existe el FAST en el que se mide la fluorescencia
producida. figs. 19,20,21 y 22, 6292

Diseo recubiesto
conAg |

Fig. 19. Diagrama de la prueba radicalergosorbente RAST. El anticuerpo anti-IgE se
marca con I'?® cuya radiactividad se mide ficilmente en un contador gamma.
Cuanta mayor sea la radiactividad detectada, mayor serd la cantidad de anticuerpos
1gE especificos en la muestra.??
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Fig. 20. Sistema ELISA, el [%) representa una enzima que puede descubrirse por
conversién de un sustrato en un producto coloreado.’?
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Fig. 2]1. Otro sistema engzimético utilizado en la valoracidn: MAST; el (*) representa

la marca enzimitica que se descubre
catsliza la conversién del sustrato.52

por produccién de luz cuando la enzima
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Soporte sélido Fosfatasa alcalina
+ anti-1gE humana
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IgE (suero del pociente) ‘ Productio final

Fig. 22. En el ensayo fluoroalergosorbente (FAST) el alergeno de interés se
inmoviliza en el interior de una superficie para microtitulacién. Se emplea un
anticuerpo anti-IgE marcado con la enzima {fosfatasa alcalina). El sustrato que se
adlade da un producto fluorescente,53

6.2 INMUNOTERAPIA

La inmunoterapia se ha usado desde 1911 en un intento por Noon ¥y
Freeman de modificar los sintemas de pacientes con asma y rinitis alérgicas.
Administraron extracto de polen a sus pacientes y ¢l resultado fue la disminucién
de los sintomas. Estudios controlados han demostrado que es efectiva para
pacientes con rinitis, asma y conjuntivitis, entre otros.16

La inmunoterapia en alergia se define como la administracién repetida de
alergenos especificos a pacientes atdpicos para disminuir los sintomas de la
respuesta alérgica y reacciones asociadas a la exposicion natural de alergenos.
Consiste en aplicar subcutaneamente dosis incrementadas del extracto alergénico
fangico (diluido) de 2-3 veces por semana si es acuoso, incrementando
mensualmente la concentracidon. La preparacion ideal para inmunoterapia es

aguella que posee una potente inmunogenicidad y carece de alergenicidad,
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Esta indicada en pacientes que han demostrado evidencia de IgE especifica hacia
alergenos clinicamente relevantes. La necesidad de iniciar con Inmunoterapia
depende del grado sintomatico y del control farmacolégico que se pueda
establecer en el paciente.

A pesar de la varicdad de cambios inmunolégicos que ocurren después de
la inmunoterapia, €l o los mecanismos precisos responsables de la eficacia clinica
no se han determinado. Algunos postulados incluyen: decremento en la respuesta
celular, la produccién de anticuerpos bloqueadores, presencia de anticuerpos
anti-idictipo, activacién de células T supresoras, cambios en los niveles de 1gG e
IgE alergeno especificas, citocinas y eosindfilos.

El riesgo principal de la inmunoterapia es el choque anafilactico, motivo
por el que debe ser administrada bajo supervisién de personal especializado. No
se debe iniciar durante el embarazo, pero si puede mantenerse durante éste. No
existe evidencia de que sea peligroso para el feto, tampoco incrementa el riesgo de

aborto o malformaciones.s3

Duracién. Esto no ha sido establecido. Algunos aconsejan de cuatro a cinco afios
en pacientes que se observa una clara mejoria. Otras veces, los sintomas pueden
exacerbar y ello induce a suspender el tratamiento, pero si la respuesta clinica no
ha sido adecuada después de dos aitos de tratamiento, debe suspenderse
definitivamente. De cualquier forma, la decision debe tomarse

individualmente, 16,53,56,66,100

Mecanismos tnmunolégicos. Los cambios son asociados con incrementos de
anticuerpo IgGs (bloqueador}, disminucién de IgE, presencia de IgA e IgG en
secreciones nasales y de células T supresoras alergeno especificas, disminucién
de la respuesta en linfocitos, en algunos pacientes disminuye la Lberacién de
histamina en baséfilos circulantes. Hay supresién de reacciones nasales y
bronguiales, de la migracion de eosinéfilos a secreciones nasales, reduccion de la
sensibilidad conjuntival, asi como de eosinédfilos y factores quimioticticos de

eosindfilos y neutréfilos. 53.56
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Dosificacién. Tanto la dosis inicial como las dosis progresivas deben ser
individualizadas, basandose en las pruebas diagndsticas y condiciones del

paciente. Una propuesta de incremento de dosis se presenta en la tabla 14,

Tabla 14. Esquema sugerido para el incremento de dosis en inmunoterapia
con extractos acuosos.36

| Contantiacion’del extrdcto . 7| Dogis (mEiFEIER: = & ]
Pacientes muy sensibles

1:1,000,000 0.05,0.10,0.20,0.30,0.40,0.50,0.60

1:100,000 0.05,0.10,0.20,0.30,0.45,0.50,0.60

1:10,000 0.05,0.10,0.20,0.30,0.40,0.50,0.6¢

1:1000 0.05,0.10,0.20,0.30,0.40,0.50,0.60

1;100 0.05,0.10,0.15,0.20,0.25,0.30,0.35,0.40,0.45,0.50,0.55,0.60 (mantener la dosis)
1:50 0.05,0.10,0.15,0.20,0.25,0.30,0.35,0.40,0.45,0.50,0.55,0.60 (mantener la dosis)
Pacientes sensibles®

1:100,000 0.05,0.10,0.20,0.30.0.40,0.50,0.60

1:10,000 0.05,0.10,0.20,0.30,0.40,0.50,0.60

1:1000 0.05,0.10,0.20,0.30,0.40,0.50,0.60

1:100 0.05,0.10,0.15,0.20,0.25,0.30,0.35,0.40,0.45,0.50,0.55,0.60 {mantener ia dosis)
1:50 0.05,0.10,0.15,0.20,0.25,0.30.,0.35,0.40,0.45,0.50,0.55,0.60 (mantener 1a dosis)

4 3i se presenta alguna reaccion local (significativa) o sistémica se debe modificar el esquema
b 3¢ pueden usar altas concentraciones ( 1:33, 1:20 o 1:10) si son toleradas por el paciente.

En algunas ocasiones los pacientes se muestran mas susceptibles a la
inmunoterapia en las épocas en que predomina el alergeno, en estos periodos es
necesario reducir las dosis. Se debe evitar realizar ejercicio extremo en las dos
horas siguientes a la administracién ya que ello incrementa la absorcién del

alergeno en el sitio de inyeccion.

Modificacién de la dosis. Es posible recomendar las siguientes guias, pero es de
especial importancia ajustar la dosis en funcién de la sensibilidad de cada
individuo, 100
» No poner la dosis o posponerla: por infeccion del tracto respiratorio en la
ultima semana; cuando ha habido crisis recientes de asma; en pacientes
con agudizacidn de dermatitis atopica.
» Repetir la ultima dosis: en caso de reacciones locales inmediatas grandes

{adultos >5 mm, nifios < 12 aios >3 mm); cuando existan reacciones
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locales tardias grandes {por encima de 8 mm o menores si son molestas
para el paciente).

* Reduccion de dosis: en reacciones sistémicas {inmediatas o tardias); en
incrementos de niveles ambientales de alergenos; cuando se cambia de lote
de extractos,

Técnica y supervision durante la inyeccidn. Las inyecciones deben ser
administradas subcutaneamente poniendo especial cuidado para evitar que éstas
sean administradas por via intradérmica, intramuscular o intravenosa.
Deben utilizarse jeringas graduadas de 1 mL (insulina). El lugar de la inyeccion
serad en la cara lateral externa del brazo. El angulo de inyeccidn debera ser de
45°, los extractos liofilizados deben ser completamente reconstituidos y se debe
evitar la presencia de burbujas de aire. En caso de tener que realizar
inmunoterapia con mas de un alergeno es preferible que éstos se administren
separadamente, evitando por tanto mezclas de diferentes alergenos en el mismo
extracto. De esa manera, si ¢l paciente esta muy sensibilizado a un determinado
alergeno, éste no interferira en la dosis éptima que pueda alcanzarse con otro(s).
Cuando dos o mas extractos deben ser inyectados el mismo dia, es
preferible que las inyecciones se pongan en diferentes brazos y a intervalos de 30
minutos para facilitar la interpretacién de una posible reaccién sistémica
generalizada. No obstante si el paciente sufre de asma grave o moderado-grave es
recomendable que los extractos {en caso de tener que recibir mas de uno) se
administren en dias separados.1%0

Reaccionies adversas. Las reacciones leves que pueden presentarse después de la
inyeccién incluyen inflamacion local, urticaria leve y/o rinitis, éstas pueden
requerir antihistamincos por via oral o parenteral. Las inflamaciones locales
grandes pueden ser tratadas eficazmente con hielo o corticosteroides tépicos. En
el caso de obstrucciones bronquiales inmediatas leves o moderadas es
aconsejable usar no solamente P2 agonistas sino también corticosteroides orales

para prevenir reacciones tardias.
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Las reacciones graves -anafilicticas- pueden progresar rapidamente, pudiendo
producir la muerte en cuestién de minutos. Los signos y sintomas iniciales de
una anafilaxia incluyen prurito de palmas y cuero cabelludo, eritema intenso en
piel, hiperemia conjuntival y tos. Estos sintomas pueden seguirse rdpidamente a
edema de la laringe, asma grave, hipotensién y choque. Se debe inyectar
inmediatamente adrenalina, corticosteroides, antihistaminicos y ocasionalmente
farmacos antiasmaticos y oxigeno. Puede resultar 1til la administracién local de
adrenalina en el lugar de aplicacién del extracto junto con el montaje de un

torniquete, 100

Informacién para el paciente. Es importante que el paciente reciba informacién
puntual tanto verbal como escrita acerca de la seguridad y eficacia de la
inmunoterapia asi como la duracién del tratamiento y precauciones que deben
ser adoptadas. Esta informacion debe concentrarse en cinco puntos:

9 La inmunoterapia es un tratamiento cuyo objetivo es incrementar la
tolerancia clinica del paciente a un alergeno relevante, mediante la
administracion de inyecciones crecientes de alergeno.

® La inmunoterapia es administrada durante el periodo de iniciacién,
mediante inyecciones que pueden ser: diarias, semanales o bisemanales.
Una vez alcanzada la dosis dptima de mantenimiento, estas inyecciones se
administraran en intervalos de 30 a 60 dias durante un minimo de 3 afos.

9 La inmunoterapia no sustituye a las medidas de control ambiental y
tratarniento farmacologico.

2 Lainmunoterapia puede producir reacciones graves debido a que se estan
inyectando extractos alergénicos en personas sensibilizadas a ellos.

2 Estas reacciones aparecen habitualmente en los treinta minutos
siguientes a la administracién de la dosis. Por tanto, es esencial que
durante ese periodo cl paciente permanezca bajo observacion. El paciente
puede presentar también reacciones hasta las cuarenta y ocho horas’

siguientes a la administracién.
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Fallas en el tratamiento 16.53.56,66,100

1. Dosificacién incorrecta: si es muy alta puede ser riesgoso y si es muy baja no
estimula la respuesta

2. Varios alergenos: una mezcla de muchos alergenos genera una solucién muy
diluida lo que lleva a la administracién de dosis bajas.

3. Controles sirnultaneos: el tratamiento debe ser el conjunto de medidas que
ayuden al paciente a disminuir la sintomatologia como son el control
ambiental y el tratamiento farmacolégico.

4. Tiempo: el tratamiento es largo, motivo por el que los pacientes lo abandonan
facilmente,

Inmunoterapia con extractos de hongos. En un estudio desarrollado en la
Universidad de Iowa con 10 pacientes alérgicos a Alternaria que presentaban
cuadros de asma, después de ser tratados por este método con extractos acuosos

del hongo, se observé una clara disminucion de la sintomatologia.36

Otro estudio desarrollado por Debrorg y Malling reporté los beneficios obtenidos
en la inmunoterapia con Alternaria y Cladosporium.47 Los resultados se presentan
en la tabla 15.

1986 | Rinitis/Asma | Cladosporium | 16 | 14 |  Si Si U s
1987 |Asma Cladosporium 11 11 Si Si 1 Si
1988 |Rinitis/Asma | Alternaria 13 11 Si Si Normal Si

Para el caso de Cladosporium se observé la disminucién de IgE, mientras que en
Altermaria los valores fueron normales. El beneficio clinico en todos los casos fue

claro.

Muchos de los pacientes sensibles a hongos son alérgicos también a otros

alergenos, el tratamiento debe considerar esto aunque definitivamente las
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medidas se deben tomar en primer instancia a los alergenos primarios y
posteriormente a los secundarios. Desde luego, seria ideal la obtencién de
€xtractos uniformes, ya que de esta manera se evitarian las variaciones causadas
por el uso de diferentes cepas y condiciones de cultivo. El acceso a extractos de
hongos con potencia uniforme mejoraria la precision en el diagnéstico y
tratamiento, y fortaleceria la expansion de estudios clinicos encaminados a la

eficacia en la inmunoterapia de alergias causadas por hongos.
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CONCLUSIONES

lo largo de esta revisiéon ha quedado fundamentado el papel de los
hongos como agentes causantes de enfermedades alérgicas. Dadas sus
aracteristicas, han sido incluidos en el grupo de los aeroalergenos,

ocupando un tercer lugar en importancia, después de pélenes ¥ acaros.

E! control ambiental es fundamental para ¢l paciente aunque en México se le ha
dado poca importancia. Lo anterior es el resultado de que la carga aérea esté
formada por muchas particulas codominantes, cualquiera de las cuales o todas
ellas, podrian actuar como alergenos. Ante este hecho, las pruebas de reactividad
cutanea cobran un papel fundamental, de ahi la importancia de impulsar el
desarrollo de nuevas metodologias que aseguren la obtenciéon de extractos
alergénicos confiables. No obstante, se debe sefalar que estas pruebas sdélo
determinan la presencia o ausencia de anticuerpos IgE especificos y no

diagnostican per se enfermedades alérgicas.

Hasta el momento no existe una medida de control uinica para las enfermedades
alérgicas causadas por hongos. Son el conjunto de medidas terapéuticas ¥
preventivas las que hacen posible lograr el objetivo del tratamiento: pacientes con
una calidad de vida adecuada y aceptable. No quiero decir con ello que las
investigaciones presentadas en este trabajo no contribuyan al objetivo sefialado,
simplemente ha quedado evidente que el campo de investigacién en alergias

causadas por hongos es aiin muy vasto.
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Se enlistan a continuacién las medidas de accion recomendadas para pacientes

alérgicos a los diferentes grupos de aeroalergenos existentes:

= Control del medio ambiente: consiste en reducir al maximo la exposicién del
paciente a todos aquellos alergenos y coadyuvantes responsables de las
exacerbaciones de su enfermedad. En el caso concreto de este trabajo, se
recomienda establecer un control de las fuentes que pueden fungir como
reservorios de conidios, asi como de aquellas que podrian diseminarlos.
Realmente en el control de los hongos ambientales, es relativamente poco lo
que se puede hacer, sobre todo en los que predominan extradomiciliariamente
ya que dependen de las condiciones climaticas y las actividades especificas
que se realicen en la zona. En cuanto a los intradomiciliarios, tal vez lo mas

sencillo sea evitar objetos que guarden humedad.

= Educacién del paciente alérgico, familiares y personal al cuidado del paciente:
se recomienda proporcionar toda la informacién necesaria de la enfermedad y
su tratamiento con el fin de lograr un apego al mismo por parte del paciente y

con ello, un mejor control de la enfermedad.

= Tratamiento farmacolégico sintomatico: se debera administrar con base en el

diagnéstico clinico especifico y mientras la sintornatologia persista.

= Tratamiento farmacologico preventivo: medicamentos utilizados a largo plazo
para el control de la enfermedad, generalmente se administran en los periodos

asintomaticos.
= [nmunoterapia especifica: se recomienda su uso combinado con todas las
medidas antes mencionadas. La seleccion adecuada de alergenos para

diagndstico y tratamiento es fundamental.

= Seguimiento regular y constante del paciente: es importante el monitoreo

clinico continuo para asegurar que las medidas terapéuticas se lleven a cabo.
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Mencién especial merecen los medios que realizan difusién en este campo a
través de la world wide web furww), dado su creciente auge. Existen sitios en los
que se presentan resultados de investigaciones recientes, hay aquellos que
Unicamente se encargan de dar informacion general pero fundamentada a los
pacientes y por ultimo, los que con fines comerciales, presentan contenidos
escuetos. En este trabajo han presentado contenidos e imagenes ttiles extraidos
de la wanw.

Aunque queda mucho por aprender con respecto a la alergenicidad y controt de
los hongos, dia a dia se avanza en el campo y no esti legjos €l momento en que se
pueda establecer clara y contundentemente su lugar en la causa y exacerbacién

de las enfermedades alérgicas.
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