Ofé
UNIVERSIDAD.. "NACIONA ?L{
AUTONOMA DE MEXICO

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

PRUEBAS INTRADERMICAS EN EL PERRO:
CONCENTRACION DE EXTRACTOS ALERGENFCOS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION

Y DE LA SALUD ANIMAL
P R . E 8 E N T A

LUIS RAMON NOLASCO ESPINOSA

TUTOR: FERNANDO CONSTANTINO CASAS

COMITE TUTORAL: ROBERTO A. CERVANTES OLIVARES
NURIA DE BUEN DE ARGOERDO

MEXICO, DF 2000




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DECLARACION

El autor da consentimiento a la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de Ia
Universidad Nacional Auténoma de México para que la tesis esté disponible para

cualquier tipo de reproduccion e intercambio bibliotecario.

-
ot

MVZ. Luis Ramén Nolasco Espinosa




DEDICATORIA

A mi esposa Rosy
y
a nuestro futuro bebé

con amor

II



AGRADECIMIENTOS

Por su apoyo para la realizacién de este trabajo

Dr. Fernando Constantino Casas
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de [a UN.AM.

Dr. Modesto Orea Solano
Servicio de Inmunologia y Alergia del Hospital Regional Adolfo Lépez
Mateos ISSSTE.

MVZ. Fernando Viniegra Rodriguez
Bioterio del Departamento de Cirugia Experimental det Hospital Regional
20 de Noviembre ISSSTE.

MVZ. Katiuska Olmos Jiménez
Bioterio del Departamento de Cirugia Experimental del Hospital Regional
20 de Noviembre ISSSTE.

MVZ. Jose Alberto Gomez Blando
Clinica Privada

MVZ. Luis Nufiez Ochoa
Laboratorio de Patologia Clinica Experto

MVZ. Agustin Montes de Oca Acosta
Laboratorio de Patologia Clinica Experto

Tec. Guadalupe Judrez

Hospital General de la Secretaria de Salud
A los miembros del Jurado por el tiempo dedicado a la revisién del trabajo

Por el financiamiento del proyecto
Laboratorios APHI de México

Laboratorios Pfizer de México



INDICE

LiSta d@ CUBAIOS. .. .ociiiiiiiiecii e ettt vitl
Lista de figUIas...... ..o IX
LiSta @ @NEXOS.......eei et e e e ta e X
Capitulo 1.- INtrodUCCION........ooo e e 1

1.1. Antecedentes de alergias y de la utilizacién de las

pruebas intradérmicas para su diagndstico en perros.............oooevei e 1
1.2. Respuesta cutanea a las pruebas intradérmicas..............ococooovooeeeieeceie, 4
1.2.1. Vasoconstriccion capilar transitoria.............c..ccoeeoooiiv 5

1.2.2. Vasodilatacion capilar con extravasacion de liquido
Y Celulas iNflamatorias.............cc..oooiiieiiei et 5

1.2.3. Respuesta Neurovascular. ..o 6

1.3. Caracteristicas y clasificacion de los alergenos

utilizados en las pruebas iNtrad@rmicCas................ccccooveiiecovioeeceeeee e, 6
131, PAIBNES. ...ttt ee e !
1.3.2. Hongos ......................... 9
1.3.3. Ambientales............ PO S PSSP P R PSPPSR 10
1.34.Insectos..........c.ooviviieiiie et a e s 1
1.4. Elaboracion de los extractos alergéniCos..............ccoeevveieeeee oo, 11

1.5. Seleccién de los alergenos y concentracién a utilizar
en las pruebas iNradérmiCas................ooviiiie e 14

1.6. Técnica e interpretacion de las pruebas intradérmicas.............ccoccooveeeeo 1, 16-

1.7. Situacién actual de las pruebas intradérmicas en
medicina veterinania en MeExiCO..............ooii i, 19

Objetivos...' ............................................................................................................ e 22

HIPOESIS. ... e e e 23



VII

Capitulo 2.- Material y MEtOOS. ..o 24
2.1. Lugar donde se realizé el estudio................oooeieii e 24
2.2. Testigos {negativo y positivo) y alergenos............ccccoevveievveriee e, 24
2.3. Perros utilizados en el estudio..........c.ooooi i 25
2.4. Realizacién e interpretacién de las pruebas intradérmicas.................c.cccee. 25
b T = 1o T 31 T RO PSP USSP 27
2.6. Analisis histopatolOQICO. ..........overiivriiiieeiiiiieerecrter et ere e e aa s 27
2.7. Andlisis eétadistico .......................................................................................... 28

Capitulo 3.- ReSURAAOS. ... e e 30

Capitulo 4.- Discusion y CONCIUSIONES...........oeovviiiiiiiiieiee et 38

Capitulo 5.- Referencias...........ccccevviveeieeeiiiieieir e .................. 47



VIII

LISTA DE CUADROS

Cuadro 3.1. Reacciones positivas a los 15 minutos posinoculacion
intradérmica de las diferentes diluciones de los alergenos........... 31

Cuadro 3.2. Hallazgos histopatoldgicos a los 30 minutos en
testigo negativo, testigo positivo, extractos alergénicos y
FeacCiones POSIHIVAS. ... 34



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1. Reacciones a los 15 minutos posinoculacion intradérmica
de los testigos y las diferentes diluciones de Mucorinea................. 35

Figura 3.2. Reacciones a los 15 minutos posinoculacién intradérmica

del testigo negativo y positivo..........cccccccooiiiii 35
Figura 3.3. Hallazgos histopatolégicos en dermis superficial............ e 36
Figura 3.4. Hallazgos histopatoiégicos en dermis superficial............................ 36
Figura 3.5. Hallazgos histopatolégicos en dermis superficial............................ 37

Figura 3.6. Hallazgos histopatoldgicos en dermis superficial........................... 37



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Alergenocs utilizados en el estudio..................occoveviiiii e 52
Anexo 2. Elaboracidon de las diluciones......................o 53
Anexo 3. Orden de aplicacion de los alergenos....................................... 54
Anexo 4. Seleccidon de [as biopSias..........coooovviviiii i 55
Anexo 5. Testigo negativo y positivo. Mediciones en milimetros -

alos 15y 30 MINULOS.......ooooiii 56
Anexo 6. Pdlenes. Medicionés en milimetros a los 15 minutos................. 57
Anexo 7. Pdlenes. Mediciones en milimetros a los 30 minutos................. 58
Anexo 8. Hongos. Mediciones en milimetros a los 15 minutos................. 59
Anexo 9. Hongos. Mediciones en milimetros a los 30 minutos................. 60
Anexo 10. Ambientales. Mediciones en milimetros a los 15 minutos........ 61
Anexo 11. Ambientales. Mediciones en milimetros a los 30 minutos........ 62
Anexo 12. Insectos. Mediciones en milimetros a los 15 minutos.............. 63
Anexo 13. Insectos. Mediciones en milimetros a los 30 minutos.............. 64
Anexo 14. Testigo positivo. Hallazgos histopatoldgicos............................ 65
Anexo 15. Testigo negativo. Hallazgos histopatoldgicos.......................... 66
Anexo 16, Pélenes. Hallazgos histopatol6gicos. .............coovvovvovvve 67
Anexo 17. Hongos. Hallazgos histopatoldgicos. ...........ccccoeovoveiieveee. 68
Anexo 18. Ambientales. Hallazgos histopatologicos.................cccccooeee. 69
Anexo 19. Insectos. Hallazgos histopatoldgicos...........ccc.oooveiivevei. 76

Anexo 20. Reacciones positivas. Hallazgos histopatologicos................... 71



v

RESUMEN

Introduccién: Las pruebas intradérmicas son utilizadas para el diagnéstico de
dermatitis atopica en humanos y perros. Sin embargo, en México no son utilizadas
en animales de compafia. Si los alergenos estan muy concentrados, causaran
una reaccién positiva en individuos no alérgicos. Por esta razén, los extractos
alergénicos se deben probar en algunos perros sanos. Si la reactividad de
cualquiera de los alergenos es del 10% o mas, se debe disminuir la
concentracion. Material y métodos: con el fin de determinar la concentracion a la
cual los extractos alergénicos se deben de utilizar para el diagnéstico de
dermatitis atdpica en perros de la Ciudad de Meéxico, se inyectaron via
intradérmica diluciones seriadas de 30 extractos alergénicos en 30 perros sanos,
las reacciones se midieron a los 15 y 30 minutos y se tomaron biopsias para
determinar los hallazgos histopatolégicos. Resultados: las diluciones de los
extractos alergénicos que causaron reacciones positivas en menos del 10% de los
perros fueron pdlenes, hongos, ambientales, pulga y mosquito. Se observaron
reacciones positivas en mas del 10% de los perros cuando los extractos de
hormiga y cucaracha fueron inoculados. El tamafio de la reaccion causada por la
inoculacién del testigo positivo y negativo no varié cuando se midié a los 15y 30
minutos (p > 0.05), pero la reaccidén provocada por los extractos alergénicos si se
modificd, siendo mas pequefia a los 30 minutos (p < 0.05). Los hallazgos
histopatolégicos incluyeron edema, fragmentacion de fibras de colagena e
infiltrado inflamatorio de mastocitos, neutréfilos y eosindfilos en la dermis
superficial. El testigo positivo y las reacciones positivas presentaron mayor edema
y cantidad de polimorfonucleares (p < 0.05). Conclusiones; estos resultados
indican que la dilucidn a la cual los extractos se deben de utilizar para el
diagnédstico de dermatitis atopica en perros de la Ciudad de México, es para
polenes 1:1,000 PNV, hongos, ambientales, pulga, mosquito y cucaracha 1.2,000
PN y hormiga 1:3,000 P/V. Las reacciones se deben de leer a los 15 minutos
posinoculacion. No se pudo confirmar que los hallazgos histopatoiégicos puedan
ser utiles para diferenciar entre una reaccion irritante de una alérgica.

Palabras claves: dermatitis atépica, extractos alergénicos, pruebas intradermicas,
hallazgos histopatologicos.



SUMMARY

Introduction: intradermal skin testing is used to diagnose atopic dermatitis in
humans and dogs. However, it is not used on companion animals in Mexico. If the
allergens are too concentrated, they will cause a positive reaction in nonallergenic
individuals. For this reason, allergenic extracts should be used on some healthy
dogs. If the reactivity for any allergen is 10% or more, the concentration must be
decreased. Material and Methods: in order to determine the concentration at
which the allergenic extracts should be used for the diagnosis of canine atopic
dermatitis in Mexico City, serial dilutions of 30 allergenic extracts were injected
intradermally in 30 healthy dogs, the reactions were measured at 15 and 30
minutes and biopsies were taken to determine the histopathological findings.
Results: the allergenic extract dilutions that caused positive reactions in less than
10% of the dogs were pollens, molds, environmental, flea and mosquito. Positive
reactions in more than 10% of the dogs were observed when ant and cockroach
extracts were inoculated. The size of the reaction caused by the inoculation of the
positive and negative controls was not different when measured at 15 and 30
minutes (p > 0.05), however, the reaction caused by the allergenic extracts did
change with time, being smaller at 30 minutes (p < 0.05). The histopathological
findings of the superficial dermis included edema, collagen fragmentation and
inflammatory infiltrate of mast cells, neutrophils and eosinophils. Edema and
polymarphonuclear cells were more pronounced in positive control and positive
reaction wheals (p < 0.05). Conclusions: these results indicate that the dilution of
the allergenic extracts that should be used for the diagnosis of canine atopic
dermatitis in Mexico City is for pollens 1:1,000 P/V, molds, environmental, fleas,
mosquito and cockroach 1:2,000 P/V, and for ant 1:3,000 P/V. The reaction should
be measured after 15 minutes of being inoculated the allergens. It could not be
confirmed that histopathological findings were useful to differentiate an irritant
reaction from an allergic one.

Keywords: Atopic dermatitis, allergenic extracts, intradermal skin testing,
histopathological findings.



Capitulo 1.- INTRODUCCION

1.1. Antecedentes de Alergias y de la Utilizacion de las Pruebas
Intradérmicas para su Diagndstico en Perros

El primer informe que se tiene de la utilizacion de las pruebas intradérmicas
como herramienta diagndstica en los procesos alérgicos data de 1865, cuando
Blackley, guien sufria de fiebre de heno, escarificé una pequefia porcidn de su
brazo y aplicd una solucion de polen de pasto en el, ésto le provocd la formacion
de una roncha eritematosa y pruriginosa’.

En 1872, Wyman confirmd que el polen de las plantas era la causa de la
fiebre de heno, y en 1906 Von Pirquet introdujo el término alergia e
hipersensibilidad®. '

Sin embargo, el desconocimiento de la patogenia de las enfermedades
alérgicas ocasiond que las | pruebas cutaneas fueran utilizadas hasta 1908,
cuando Schloss las implementd para detectar los estados de alergia inmediata en
humanos'.

En 1921, Praustnitz y Ktstner lograron sensibilizar en forma pasiva la piel
humana utilizando suero de una persona alérgica®**. Dos afios después, Coca y
Cooke introdujeron en medicina humana el término atopia tomado de la palabra
griega afopos (enfermedad extrafa) para describir un complejo alérgico
conformado por rinitis alérgica o fiebre del heno, asma y dermatitis atépica, ei cual
se encontraba asociado a sustancias o alergenos ambientales>>®”7,

Una vez que se aceptd que la atopia en humanos. era causada por la
exposicién a sustancias que normalmente son inofensivas para la mayoria de las
personas, la reexposicién del individuo a la sustancia sospechosa, a través de su
inoculacién intradérmica, se volvid una practica comun para establecer el

diagndstico de esta alteracion’.



El reconocimiento de las reacciones alérgicas y, por ende, la utilizacion de
las pruebas intradérmicas en animales, fue mas dificil que en humanos®’.

Durante mucho tiempo se consideré que uUnicamente el humano 5odia
desarrollar alergias en forma espontanea. No obstante, en 1933 Burns y en 1934

Pomeroy detectaron, en estudios independientes, la presencia de alergia
alimentaria en perros*®’.

En este periodo varios investigadores intentaron realizar pruebas
intradérmicas con alergenos de |la dieta y, aunque en algunos casos se obtuvieron
resultados positivos, la opinidn general fue que las pruebas cutaneas eran poco
confiables y que la Unica via para realizar el diagnéstico era a través de dietas de
eliminacién’. _

Cuatro afos mas tarde Kisslileff identifico a las pulgas como causa de
alergia estacional en perros’. '

A pesar de que la alergia alimentaria y a la saliva de pulga se reconocieron
como factores etiolégicos en el perro, no existia prueba alguna de que la atopia
afectara a esta especie, incluso Coca, quien introdujo el término atopia, en 1938
afirmé que no habia evidencia de que ésta ocurriera en animales’.

Sin embargo, en 1941 Whittich describi6 el primer caso de atopia en perros
claramente documentado. El perfo presentaba episodios estacionales de
estornudos, lagrimeo excesivo, inflamacién conjuntival y prurito generalizado. El
paciente tuvo reactividad en la piel a las pruebas intradérmicas frente a ambrosia,
amaranto, cardo ruso y salvia de pradera, asimismo, el suero dic resultados
positivos a la prueba de Prausnitz-KUstner tanto en un perro sano como en un
receptor humano y respondi6 en forma favorable a la hiposensibilizacién®*®7%.

A pesar de lo anterior, el siguiente caso de atopia en perros fue publicado
por Patterson en 1959°578%,

Aln cuando los informes sobre atopia en perros se incrementaron, a

mediados de los 60's todavia existia poca inclinacién por parte de los médicos



veterinarios para emplear las pruebas intradérmicas para el diagnéstico de atopia
y para realizar la hiposensibilizacion como parte del tratamiento™,

Lo anterior se debié a que muchos veterinarios aun dudaban que las
dermatitis en perros pudieran ser causadas por procesos alérgicos asociados a
pélenes y hongos. Asi pues, se cuestionaba el valor diagndstico de las pruebas
intradérmicas y de la hiposensibilizacion, y, por lo tanto, desconocian sus
principios, la técnica de aplicacion y su interpretacion'®.

Por esta razén, no fue sino hasta finales de los afios 60’s e inicio de los
70’'s en que se prestd mayor atencién a las alergias en perros. El interés creciente
de los veterinarios por las enfermedades alérgicas vino del estudio de la
patogenia de atopia en humanos y los descubrimientos similares hechos en
perros”78,

En 1963, Gell y Coombs hacen una clasificacion de los estados de
hipersensibilidad, indicando que las reacciones alérgicas estaban asociadas a la
tipo [249.11.1213

Los anticuerpos, los mastocitos o células cebadas y la liberacion de
histamina por éstas ya se habian descubierto con anterioridad, pero fue hasta
1967 cuando Ishizaka identificdé a la Inmunoglobulina E (IgE) como responsable
de las reacciones alérgicas en humanos®’. Seis afios mas tarde, Halliwell
establece la asociacion de IgE con las células cebadas en el perro*®'"",

Por otra parte, se realizaron varios estudios, tanto en humanos como en
perros, donde se observé gue no todos los individuos tienen la capacidad para
desarrollar una respuesta por IgE, indicando que tiene que existir una tendencia
de tipo genética®”'"'3"

Lo anterior ocasioné que la utilizacidn de las pruebas intradérmicas se
hiciera una practica rutinaria en la clinica de pequenas especies, y a finales de los
70's se publican los primeros articulos que establecen la frecuencia de la
dermatitis atépica en el perro, los alergenos mas comunmente involucrados y la

respuesta a la hiposensibilizacion'>'®".



En humanos, la enfermedad atopica se sospecha cuando el paciente
manifiesta signos y sintomas relacionados a ésta, aunados a resultados positivos'
en las pruebas intradérmicas, sin embargo, en algunos casos, la elevacion en las
concentraciones séricas de IgE confirma el diagnéstico’ %%,

A pesar de que la elevacion de IgE puede confirmar el diagnéstico de
atopia en humanos, se ha cbservado, en diferentes estudios, que ia medicién de
esta inmunoglobulina es de poco valor diagndstico en los perros atopicos, ya que
los niveles de IgE en ellos pueden ser normales o incluso subnormales'®?%'22

Asimismo, se ha visto que los valores de IgE, tanto en humanos como en
perros, se pueden encontrar elevados por causas no alérgicas, tal es el caso de
las parasitosis gastrointestinales por helmintos'®2%%"%22 |

Por otro fado, en otros estudios se demostré que un subtipo de 1gG (19Ga)
también tiene la capacidad de unirse a los alergenos y provocar la desgranulacion
de los mastocitos®**.

Estos descubrimientos complementaron la definicién de atopia postulada
por Coca y Cooke, dando origen a la definicion actual: predisposicidn
genéticamente determinada para producir, en forma espontanea y exagerada,
inmunoglobulinas IgE o 1gG4 hacia sustancias ambientales normalmente inocuas,
lo que da como resultado la desgranulacion excesiva de las células
cebadas®**¥%®

Actualmente, la utilizacién de las pruebas intradérmicas, en humanos y
perros, confirma el diagnéstico de atopia, y permite seleccionar en forma

adecuada los antigenos para la hiposensibilizacion'#%1827:2930:31.32

1.2. Respuesta Cutanea a las Pruebas Intradérmicas
El objetivo de las pruebas intradérmicas es producir una reaccién alérgica
pequena, controlada y facilmente visible al inyectar una cantidad conocida de un

extracto alergénico'>4827323334



Las pruebas intradérmicas revelan la presencia de inmunoglobulinas (IgE o
IgG.) alergeno especificas, al permitir que el alergeno pase la capa de queratina
de la piel y provoque la desgranulacién de las células cebadas'>43%10.11.27.32.35

La unién alergeno anticuerpo y la subsecuente activacion de las células
cebadas ocasiona cambios vasculares y celulares que dan como resultado la
formacién de una roncha eritematosa que puede ser medida a los 15 ¢ 30
minutos"4'5‘6'7'18'27‘32.

En afos recientes el conocimiento de los mecanismos por los cuales los
alergenos pueden inducir reacciones en la piel se ha incrementado
considerablemente’*.

La respuesta de la piel al alergeno se ha dividido, para su estudio, en 3
fases: vasoconstriccidn capilar transitoria, vasodilatacion capilar seguida de

extravasacion de liquido y células inflamatorias, y respuesta neurovascular™>%,

1.2.1. Vasoconstriccion capilar transitoria
Una vez que el alergeno inoculado entra en contacto con la dermis ocurre
una vasoconstriccion capilar en los primeros 15 a 30 segundos, ésta incrementa

en intensidad al minuto y desaparece después de 3 a 6 minutos’.

1.2.2. Vasodilatacion capilar con extravasacion de liquido y células inflamatorias

Después de la fase de vasoconstriccion capilar transitorié, el alergeno se
une a 2 moléculas de IgE alergeno especificas, las cuales, a su vez, se
encuentran unidas a las células cebadas. La unién alergeno anticuerpo provoca
que estas células liberen mediadores quimicos inflamatorios™!"2 133637

Los mediadores quimicos son de dos tipos: los preformados que estan
localizados en los granulos de las células cebadas y baséfilos (histamina,
serotonina, heparina, proteasas, factor activador plaquetario y factor quimiotactico
de neutrdfilos y eosindfilos) y los de nueva formacién derivados del &cido

araquidénico (prostaglandinas y leucotrienos) 12133637,



La liberacién de la histamina inicia aproximadamente a los 5 minutos de

haber inoculado el alergeno™''*%

, pero su actividad, al igual que la de los otros
mediadores quimicos, alcanza su pico maximo a los 30 minutos, lo anterior da
como resultado un incremento en la permeabilidad capilar con la consiguiente
extravasacion de plasma y de células inflamatorias al espacio
intersticial"!"12:323837

El analisis histopatolégico de las reacciones positivas causadas por la
inyeccion de los alergenocs, en pacientes atdpicos, demuestra la aparicion de
edema a los 5 minutos seguido por la presencia de células cebadas y otras
células inflamatorias (predominantemente eosinéfilos y neutrofilos) a los 10
minutos 12383

Estos hallazgos son diferentes a los encontrados en las biopsias de piel de
individuos atopicos, que se toman con fines diagndsticos, donde se aprecia una
predominancia de linfocitos e histiocitos, numeros variables de mastocitos,

pequenas cantidades de neutréfilos y rara vez eosindfilos™'®404142

1.2.3. Respuesta neurovascular

En algunas ocasiones se puede observar, en pacientes alérgicos, una zona
de eritema alrededor de ia roncha que se ha denominado “llamarada eritematosa”,
esta reaccion es causada por una respuesta neurovascular'#%2%3%4 A pegar
de que esta manifestacidn es comin en humanos, los perros raramente la
presentan® '3,

Se cree que la histamina estimula a las fibras nerviosas simpaticas
adyacentes para que liberen substancia P, y este neuromediador estimula, ain
méas, la secrecidon de histamina por las células cebadas provocando una

retroalimentacion positiva'2272%3%4

Por otro lado, algunos pacientes presentan una sensibilidad cutanea

exagerada. Bajo estas condiciones existe reactividad a todos los alergenos



inoculados. A esta condicion se le conoce como “dermografismo”, y al igual que la

respuesta neurovascular, es rara en perros' 2429324

1.3. Caracteristicas y Clasificacion de los Alergenos Utilizados en las
Pruebas Intradérmicas

Los extractos alergénicos son una mezcla compleja de componentes
antigénicos, pero sélo un ndmero pequefic de éstos son los responsables de
desencadenar la respuesta alérgica'#>324%:46.47.43.49

Por lo general, los alergenos son proteinas o glicoproteinas hidrosolubles,
con un peso molecular que varia de 10,000 a 70,000 daltons y un tamaifio de 2 a
60 l-’-m4'5'11'15'16'18'45-

Aln cuando algunos alergenos han sido purificados y se ha caracterizado
su secuencia de aminoacidos, a la fecha no se conocen todos los antigenos
relacionados al proceso alérgico® 6474842

Los alergenos pueden entrar al organismo por inhalacién, ingestion,
inoculacion o via percutanea, desencadenando un estado de hipersensibilidad
tipo | en pacientes susceptibles™*'827:344°

Por lo tanto, si se utilizan los alergenos adecuados, las pruebas
intradérmicas pueden ser utiles para confirmar el diagnéstico de las
enfermedades alérgicas*?®**,

Sin embargo, los resultados obtenidos a través de las pruebas
intradérmicas para el diagndstico de hipersensibilidad alimentaria, a diferencia de
humanos, no son concluyentes en perros*®71418,

Algunos investigadores han demostrado que la coccién, la digestién y el
metabolismo pueden alterar la composicidn antigénica de los alergenos
alimentarios o pueden favorecer ia formacién de moléculas alergénicas. Por
ejemplo, ciertos perros alérgicos a la leche presentan resultados negativos a las

pruebas intradérmicas, pero son positivos al producto resultante de la digestion



de la B-lactoglobulina. Por tal motivo, la Unica forma de diagndstico de esta
alteracion es a través de la administracidén de una dieta de eliminacion™>"25%5458

Asi pues, los alergenos que se usan en perros para la realizacion de las
pruebas cutaneas son los asociados a atopia, a los cuales se les ha denominado
“alergenos aéreos” o “aeroalergenos”*>741%4

Taxondémicamente los “alergenos aéreos” se han clasificado en: pdlenes,
hongos, ambientales e insectos"**. Para que estas sustancias puedan ser
consideradas como causa de alergia deben de encontrarse suspendidas en el

aire en cantidades abundantes y ser alergénicas*>®'®,

1.3.1. Pblenes

El polen es esencial para ia reproduccién de las plantas y es considerado
como la causa mas importante de alergias estacionales, encontrandose en mayor
cantidad en el exterior de |la casa. Existen 2 tipos de plantas de acuerdo a su
modo de polinizacién: entomdfilas y aneméfilas*>8245

Las plantas entomdfilas producen pequefas cantidades de polen, tienen
flores llamativas, aroma fragante y néctar. Debido a que sus granos de polen son
grandes y pesados, su polinizacién se lleva a cabo por insectos acarreadores, v,
aun cuando no son una fuente importante de alergenos, representan un riesgo
potencial para aquellas personas ¢ animales que tienen contacto frecuente con
e||aS4'5'6’32'45.

Por otro lado, a diferencia del polen de las plantas entomdéfilas, las plantas
anemofilas (pastos, arboles y arbustos) pueden liberar millones de granos de
polen ligero, por lo que el viento es el encargado de la polinizacién. Como regla
general se acepta que, en climas templadocs, el pico maximo de liberacidn de
polen ocurre durante la primavera, no obstante, en zonas calidas se puede
observar durante todo el afio*>4245
Se ha establecido que la cantidad de granos de polen que debe de existir

en el aire para desencadenar una respuesta alérgica es de 30 granos por metro



cubico. En las épocas de polinizacién, una sola planta puede producir un millén
de granos*®®,

Ademas, se sabe que los pdlenes pueden ser transportados por el aire a
una distancia de hasta 60 km de su origen, por lo que ios individuos alérgicos
pueden tener contacto con ellos aun cuando las plantas; causantes de su
enfermedad, no estén cerca*®.

La mayoria de los pblenes asociados a atopia pertenecen a este grupo, y
por esta razén, sus alergenos han sido los mas estudiados*5%.

El polen de ambrosia, por ejemplo, contiene aproximadamente 50
antigenos y se ha comprobado que solo 20 son alergénicos. El pasto inglés

contiene 40, pero Gnicamente 5 son importantes® #4474

1.3.2. angos

Varias especies de hongos estan asociadas a la presentacidon de
reacciones alérgicas estacionales o continuas, lo cual dependera, en gran parte,
si se encuentran en el exterior {Alfernaria, Drechslera y Hormodendrum) o en el
interior de la casa (Aspergillus, Mucorinea y Penicillum)*¥*.

La mayoria .de los hongos causantes de alergia pertenecen a un grupo
taxondémico denominado “hongos imperfectos” (asekuales), por lo general, son
sapréfitos no patogénicos, sus esporas son parte de las particulas suspendidas
en el aire y crecen en una gran variedad lugares (suelo, excretas de animales,
comida almacenada, plastico, papel, madera, hojas de plantas en
descomposicion, frutas y superficies humedas de bafios, sétanos v
refrigeradores)*>%°, |

Ei crecimiento de los hongos y la liberacién de sus esporas tiende a
aumentar en condiciones de humedad, por lo tanto, durante la primavera y el
otofio se favorece su presencia. Sin embargo, se les puede encontrar en
cualquier época del afio, ya que cuando la humedad atmosférica es baja, pueden

encontrar agua libre, especialmente en lugares obscuros, y crecer*>8324
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A pesar de que la liberacion de esporas depende de la presencia de agua,
su dispersion en el aire requiere de una disminucion en la humedad. Por esta
razon, la dispersion maxima ocurre en dias soleados, y cuando el problema es
estacional se observa en el verano*®®*%*,

Los hongos presentan una gran cantidad de antigenos, pero no se ha
podido determinar cuantos de ellos actian como alergenos. Actualmente se han
purificado y caracterizado parcialmente los alergenos de Alternaria alternata,

Aspergillus furnigatus y Hormodendrum**.

1.3.3. Ambientales

El grupo de alergenos ambientales incluye una gran variedad de sustancias
como polvo, acaros, células descamadas, plumas, etcétera, que se han
relacionado con alergias estacionales o continuas. Cuando el problema es
estacional se presenta principalmente en la época de invierno, ya que durante
este tiempo la concentracion de ellos aumenta dentro de la casa al mantener las
puertas y ventanas cerradas*>®%,

El polvo de casa contiene acaros, células de descamacion, hongos, detritus
de insectos, bacterias, material vegetal, restos de alimento y muchas otras
sustancias. Con todos estos constituyentes, ha sido imposible determinar un
alergeno en particular*>%%.

Los &caros del polvo viven en las céluias de descamacion de los animales,
levaduras, hongos y particulas de alimento*>%*. Existen mas de 36 especies pero
sélo dos parecen ser importantes (Dermatophagoides farinae y D.
pteronyssinus)*>. A la fecha, se han detectado 2 alergenos en los
dermatofagoides, uno se encuentra en las excretas y el otro en el cuerpo del
écar04.5.45.56_

Los alergenos epidérmicos también han sido estudiados. Se sabe que los

animales pueden producir 5 gramos de células descamadas a la semana, por lo
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que los individuos alérgicos pueden estar expuestos a grandes cantidades de
estos alergenos*®,

Algunos de los determinantes alergénicos de este grupo han sido
purificados y se ha visto que la fuente principal de éstos son la saliva y
0rina4‘45'57‘58‘59'6°'61 )

Los alergenos epidéermicos se pueden encontrar suspendidos en el aire por
tiempos prolongados sin sufrir alteraciones. Asimismo, pueden existir altas
concentraciones de ellos en lugares donde los animales no tienen acceso*®&'.
Existen otros alergenos ambientales como lana, plumas y algodén, pero su

importancia como causantes de alergia es cuestionable®**,

1.3.4. Insectos

Los insectos pueden ocasionar alergias estacionales o continuas a través
de la presencia de sus detritus en el ambiente (mariposas, mosquitos, moscas,
cucarachas y termitas) y por inoculacidén de su veneno (avispas, abejas y
hormigas) o de su saliva (puigas). Por lo tanto, estos insectos pueden estar
asociados a la respuesta atépica o a la hipersensibilidad a insectos, y al igual que

en otros casos, solamente algunos de sus alergenos han sido purificados“"s.

1.4. Elaboracidén de los Extractos Alergénicos

Las pruebas intradérmicas deben de tener alta sensibilidad, es decir poder
identificar a todos aquellos pacientes que presenten atopia, y alta especificidad, o
sea evitar |la posibilidad de obtener resultados, tanto positivos como negativos,
fal3031'4'5'6'7'18'26'30'31.
Para lograr el objetivo anterior, los extractos alergénicos deben de tener la
habilidad especifica para detectar todas las clonas de IgE o 1gG, que el individuo
posea contra cualquier epitope de ellos®.

Por lo tanto, lo ideal seria que lo extractos aiergénicqs tuvieran todas [a$

moléculas asociadas a la respuesta alérgica del alergeno a probar, ya que
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cualquiera puede ser potencialmente alergénica, y que carecieran de material
irrelevante o no alergénico, debido a que esto podria disminuir su capacidad
antigénica’*>*. |

La preparacion de los extractos alergénicos requiere de la coleccién del
material, la extraccion de los alergenos y la mezcla con estabilizadores**.

La coleccion se puede realizar bajo condiciones naturales o en cultivos, y
debe de llevarse a cabo por personas calificadas que puedan identificar y valorar
la calidad de dicho material®,

El procedimiento de extraccién de los alergenos no debe desnaturalizar a
las proteinas ni alterar en forma significativa la proporcién de ellas, por 1o que se
realiza en condiciones controladas de pH, fuerza iénica y temperatura. Ademas,
se deben utilizar bactericidas y fungicidas para evitar contaminaciones®*%%.

Se recomienda no incluir material irrelevante, es decir, moléculas de bajo
peso molecular (< 5000 daltons), ésto se logra a través de varias técnicas como la
didlisis, ultrafiltracién o la cromatografia, v se debe verificar que cualquier
sustancia excluida reaimente sea no antigénica®®,

A la solucién final se le agregan agentes estabilizadores como el glicerol,
fenol o albimina sérica humana y se almacena liofilizado a 4-8°C o en forma
acuosa a temperaturas de -20 a -80°C*%,

Una vez que un lote de extractos alergénicos se ha producido se realizan
pruebas de control de calidad con el fin de evitar variaciones al momento de ser
utilizado para el diagnéstico y la hiposensibilizacion™ %%,

Para llevar a cabo dicho control se deben de seguir los siguientes pasos:
determinar la composicion dei extracto alergénico (que todos los alergenos esten
presentes), cuantificar los alergenos (asegurar una concentracion constante) y
cuantificar la actividad alergénica total (mantener una potencia constante)®*.

La determinacion de la composicion del extracto alergénico se puede llevar
a cabo por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico,

enfocamiento isoeléctrico o inmunocelectroforesis cruzadg®®>75859.806162636465 | 4
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cuantificacion de los alergenos se realiza por Inmunoelectroforesis en cohete
(Rocket) o ELISA®%28485 | 5 cuantificacién de la actividad alergénica total se hace
a través de técnicas de inhibicién de inmunoensayo, pruebas intradérmicas o de
liberacién de histamina®®*%.

Desafortunadamente, las técnicas empleadas para la elaboracién de los
extractos alergénicos no estan estandarizadas, ya que, como se menciond
anteriormente, las moléculas alergénicas no han sido completamente
identificadas, por este motivo, los extractos se venden expresados en diferentes
unidades dependiendo del laboratorio que los produzca. Estas unidades
representan |la potencia bioldgica del alergeno y no guardan relacidn directa entre
ellas, por lo que la potencia de los extractos de un mismo alergeno puede variar
de una compaﬁia a otra' .3.4‘5.6.7.8.11.14,18.31.33.34,45_

Actualmente las unidades que se utilizan son: unidades Noon (UN),
peso/volumen (P/V), unidades de nitrégeno protéico (UNP), unidades alérgicas
(UA), unidades bioldgicas (UB), unidades de calidad estandarizada (UCE) y
unidades internacionales (UI)*367:184565

En medicina veterinaria las unidades mas utilizadas son P/, UNP (Estados
Unidos de Norte América y Europa) y UN (Europa)*®'®.

La concentracién P/ se determina dividiendo el peso del alergeno
desengrasado sobre el volumen del diluyente, por ejemplo, un gramo de alergeno
diluido en 1,000 mililitros de diluyente origina una solucion 1:1,000%518%5

La concentracidn UNP se establece extrayendo la proteina del alergeno.
Por definicién, un miligramo de proteina alergénica es igual a 100,000 UNP*18%,

Una UN se define como un mililitro de un extracto hecho de un miligramo
de polen en un litro de liquido de extraccién™®'%, |

Ninguno de los métodos da una indicacién real de la potencia bioldgica del
extracto alergenico. Con la UNP y la UN se asume que todas las proteinas
presentes son antigénicamente activas y que no existen antigenos no proteicos, lo

cual no es real. Cuando se utilizan unidades P/V se desconoce la cantidad de
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material no proteico, por lo que si existe una cantidad significativa de éste, el
extracto probablemente serd@ menos potente de lo que indica |la
concentracion®® 188,

Por otro lado, los extractos se venden como alergenos individuales o
mezclas de ellos. Cuando se utilizan las mezclas se pueden probar una mayor
cantidad de alergenos a un menor costo, pero su potencia puede variar en forma
significativ g4587.9.14,18.45 |

En algunos casos, cuando los alergenos utilizados en la mezcla no
comparten determinantes antigénicos, la respuesta puede ser débil, dando
resultados falsos negativos en pacientes alérgicos. Sin embargo, si los epitopes
son compartidos, se pueden observar reacciones cruzadas que dan origen a
resultados falsos positivos. Por esta razdn, es mas recomendable utilizarlos en

forma individug(*>8788.141845

1.5. Seleccién de los Alergenos y Concentracién a Utilizar en las Pruebas
Intradérmicas

Antes de emplear ias pruebas intradérmicas, para el diagndstico de atopia
en perros, es necesario seleccionar los alergenos debido a que éstos varian de
acuerdo a! area geografica, y determinar la concentracién de los extractos a
utilizar para evitar la posibilidad de falsos positivos, ya que si estan muy
concentrados provocaran una reaccién irritante en individuos no alérgicos' %7,

Como regla general el panel de pruebas intradérmicas debe consistir de 30
alergenos, éstos deben incluir 20 de los pdélenes locales mas importantes, 4 6 5
hongos, polvo de casa, acaros del polvo, 2 epidérmicos, plumas, asi como un
testigo positivo (fosfato de histamina 1:10,000 6 1:100,000) y uno negativo (salina
con fenol al 0.4%)*>&714.18:33

Actualmente se encuentran comercialmente disponibles alrededor de 425
extractos de alergenos no alimentarios. No obstante, inocular todos éstos en un

paciente no es practico*s”'®,
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AuUn cuando algunos de ellos no se encuentran en ciertas zonas, y de este
modo, pueden ser faciimente eliminados de la prueba, el nimero de alergenos
restantes puede resultar todavia excesivo®®”'®,

Existen varios estudios gque indican la frecuencia de los alergenos en

4,5,17,66,67,68

diferentes areas , pero la importancia de un alergeno en particular puede

variar considerablemente debido a las diferencias botanicas y climatoldgicas de
cada region®*°8718, '

Por lo tanto, la mejor manera de elegir los alergenos a utilizar es a través

de la asesoria de médicos alergdlogos locales, ya que los alergenos involucrados
en la enfermedad atépica en humanos son los mismos que afectan a los
perrosa,as,e.?.s.m.
Una vez que se ha hecho la seleccién de los alergenos se debe determinar
la concentracién a utilizar*>*"'® Se considera como la concentracién ideal
aquella que no es irritante en perros sanos, y que al utilizarla en pacientes
alérgicos da reacciones evidentes (formacién de una roncha eritematosa)*®”+1¢2

A pesar de que la seleccién de los alergenos es la misma que en humanos,
las concentraciones utilizadas en ellos pueden ser irritantes en los perros*®714,

Debido a que los extractos alergénicos se venden expresados en diferentes
unidades de potencia (ya que las técnicas para su elaboracién no estan
estandarizada), a que éstas unidades no son equiparables (pudiendo variar la
potencia de un mismo alergeno de una compariia a otra) y a que ios extractos se
pueden adquirir en forma. individual o mezclada, |a informacién que existe sobre la
concentracion a la cual se deben de utilizar es controvertida®®”%.

Algunos estudios sugieren, cuando los extractos se obtienen expresados
en UNP, utilizar la concentracion de 1,000 UNP/mI para todos los alergenos®%
sin embargo, los resuitados obtenidos en otros trabajos indican que esta
concentracion puede ser muy irritante para el caso de alergenos de hongos
mezclados, ambientales e insectos, por lo que la dilucién requerida, para éstos,
puede ser de 250 a 500 UNP/m|*4567.814313233.3544897071  £ot 1 dios recientes han
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demostrado que la concentracién que se debe de utilizar para polvo de casa y
dermatofagoides, varia de 25 a 50 UNP/mj'434470

Lo mismo ocurre cuando se utilizan alergenos expresados en unidades de
P/V, algunos autores recomiendan utilizar la concentracion de 1:1,000 P/V para

A

todos los alergenos™, mientras que otros opinan, que para el caso de hongos

ambientales e insectos, ésta sea de 1:2,000 P/y'+18323:44.71

. No obstante, se ha
observado que para el polvo de casa y los acaros del polvo la dilucién debe ser
mayor a 1:50,000 PV,

Existen pocos estudios con extractos expresados en UN, sin embargo la
mayoria de los veterinarios, en Europa, utilizan la concentracion de 1,000
UN/m|*22%8,

Con base en lo anterior, cuando los extractos alergénicos se van a utilizar
por primera vez, se recomienda aplicar diferentes diluciones de un mismo
alergeno a una muestra de perros sanos. La concentracion se debe ajustar, de tal
modo, que la frecuencia de reacciones positivas sea menor al 10%. En caso de
que sea mayor o igual a este porcentaje, se considera que la dilucidn es irritante y
que, por lo tanto, puede causar resultados falsos positivos en pacientes no

alérgicos*>87 1418

1.6. Técnica e interpretacion de las pruebas intradérmicas

El sitio ideal para realizar la inoculacion dé los alergenos es la piel lateral
del térax, en algunos casos se puede utilizar la piel del abdomen, pero algunos
autores han observado que esta zona presenta mayor reactividad*®®781418

El drea a utilizar se rasura con una cuchilla del ndmero 40, se puede
limpiar con una toalla hiumeda, pero se debe evitar frotar y utilizar sustancias
antisépticas debido a que ésto puede producir irritacion en la piel afectando la

interpretacion de los resultados®®7%148,
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Se aconseja tranquilizar o anestesiar al paciente si no permite la

4518

manipulacién™ ", ya que la liberacion de epinefrina y de glucocorticoides

endbgenos pueden provocar variaciones en los resultados’ .

Los farmacos tranquilizantes y anestésicos que han probado no afectar la
reaccion de la piel a las pruebas intradérmicas son: xilacina, tiletamina-
zolazepam, ketamina, barbitiricos de corta accidn, halotane e
isofluorane4'7"8'33‘73'7"75‘76.

El paciente se coloca en recumbencia lateral y se sefialan las zonas de
aplicacién con un marcador de tinta permanente. La distancia que debe de existir
entre cada sitio de inoculacién es de 2 a 4 cm*96781418

Los testigos (negativo y positivo) y las diluciones de los extractos
alergénicos se mantienen en refrigeracién entre 4 y 8°C, y sélo se retiran 15 6 30
minutos antes de aplicarlos con el fin de evitar incomodidad al inyectarios
fr|'031'4'5'6'7'14'18.

Para la aplicacion se utilizan jeringas de insulina, con una aguja calibre 26
6 27 ga. Se debe utilizar una jeringa para cada aiergeno con el objeto de evitar la
mezcla de los antigenos. No es necesario desechar las jeringas, al menos de que
las agujas se contaminen o pierdan su filo*>%781418

Al momento de cargar la jeringa se debe evitar la presencia de burbujas de
aire, ya que la introduccidn de éstas dificulta la interpretacion de la
reaccién1'4'5‘6'7'8'“"3.

La introduccién de la aguja en la piel se debe de hacer con el bisel dirigido
hacia arriba manteniendo un angulo aproximado de 45° hasta que el bisel quede
totalmente cubierto . Mientras se introduce la jeringa se puede estirar la piel para

facilitar la accion' 5871418

Al inocular la solucidn se forma una ampula translucida, si ésta no se
aprecia, la inoculacién fue muy profunda y se debe de aplicar en otra area.
Asimismo, si se aprecia hemorragia o la introduccidén de burbujas de aire, la

prueba se debe repetir’4°871418
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Antes de aplicar los alergenos se evalua la reactividad de la piel a los
testigos. Se considera una reactividad adecuada a la histamina (testigo positivo)
cuando se forma una roncha de 10 a 20 mm de diametro a los 15 6 30 minutos de
la inyeccién, si esta reaccién no existe, se debe de posponer la prueba, ya que,
seguramente, la piel no va a responder a los alergenos'*%871418

Por otro lado, la ampula formada por la inoculacion del testigo negativo,
debe de desaparecer a los 15 6 30 minutos posinoculacion, o en su defecto
mantenerse del mismo tamarno, si por el contrario, se forma una roncha de un
diametro similar al del testigo positivo, indica que la piel es muy sensible
(dermografismo) y que los resultados obtenidos seran poco confiables’ 45871418

La cantidad tanto de los testigos como de los alergeno a inocular varia
entre 0.01 y 0.1 ml. La mayoria de los médicos utilizan 0.05 m| **587.1418

A pesar de que e! didmetro de la roncha, al momento de la lectura,
depende de la concentracidn a la cual los extractos alergénicos se estan
utilizando, el volumen inoculado también juega un papel importante en la reaccién
final'.

Por esta razén, se recomienda, con el fin de evitar la formacién de ronchas
demasiado grandes y, con ello, el riesgo de que puedan ser interpretadas como
positivas, que la ampula formada tras la inoculacién de los testigos y de los
extractos alergénicos mida de 2 a 4 mm de didmetro (“roncha minima”) 584,

La mayoria de los autores concuerdan, que al igual que en humanos, la
respuesta a la inoculacién intradérmica de los extractos alergenicos, en perros, es
dependiente del tiempo, por lo que recomiendan realizar la lectura a los 15

mi nUtOS1 3,4,5,6,7,9,14,32,33,35

, mientras que otros sugieren gue no hay diferencia si ésta
se lleva a cabo a los 30 minutos®'" 133

Existen varios criterios para interpretar los resultados de las pruebas
intradérmicas' 458781418
Si el médico esta interesado Unicamente en saber si el paciente presentd

una reaccion positiva se pueden comparar las ronchas provocadas por la
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inoculacién de los extractos alergénicos con las del testigo negativo o
pOSitiV04's's'7'a'M'18.

En el caso de utilizar el testigo negativo existen dos criterios de positividad.
Uno considera que la roncha provocada por el extracto, a los 15 minutos de
haberlo aplicado, debe ser por lo menos 3 mm mayor que la &mpula causada por
la aplicaciéon del testigo negativo. El otro criterio establece que la reaccidén debe
ser mayor a 5 mm. Si se utiliza al testigo positivo, la roncha debe ser mayor o
igual a éste para considerarla positiva*>®7#141

Si se esta interesado en saber la intensidad de la reaccién se utiliza una
escala de 0 a 4 cruces, donde O corresponde a una roncha con un didmetro
menor a 5 mm, 1 cuando la roncha mide 5 mm de diametro, 2 cuando el diametro
es de 10 mm, 3 corresponde a 15 mm, y 4 a 20 mm. Las reacciones que se
consideran de importancia diagnéstica son a partir de 2 cruces 1456781418

Asimismo, las ronchas se evaldan en forma subjetiva a través del eritema y
la induracion, considerando que entre mayor sea su manifestacion [a reaccion es
més positiva"*>57 81418

Algunas ronchas pueden manifestar pseuddpodos, la mayoria de los
autores consideran que éste es un signo altamente sugerente de positividad, sin

embargo, a diferencia del humano, los perros raramente los desarrollan®587:814.18

1.7. Situacién Actual de las Pruebas Intradérmicas en Medicina Veterinaria en
México

_ En México las pruebas intradérmicas no son utilizadas en medicina
veterinaria, aun cuando existen compariias que producen los alergenos para
llevarlas a cabo.

El Hospital Veterinario para Pequefias Especies de la FMV.Z-UNAM.
recibe alrededor de 10,500 casos al afio, de estos, del 40 al 50% son presentados
por algun problema de tipo dermatoldgico, y se considera, que aproximadamente
el 50% de estos pacientes sufren de alguna afeccion alérgica.
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Entre las alergias mas comunes se encuentran, en orden de importancia, la
hipersensibilidad a la saliva de pulga, dermatitis atopica, hipersensibilidad
alimentaria e hipersensibilidad por contacto®s7'*1"18%

De estos procesos alérgicos el Unico gue requiere de tratamiento con
farmacos antipruriticos a largo plazo es la dermatitis atdpica. Las otras formas de
hipersensibilidad se controlan efiminando al agente causal*®”'7®%,

Desafortunadamente, los signos clinicos de atopia, hipersensibilidad
alimentaria y por contacto pueden ser los mismos (prurito en las zonas ventrales
del cuerpo)*®'+178% nor o que a pesar de que atopia ocupa el segundo lugar en
importancia, su diagnéético, en México, se lleva a cabo descartando los otros
procesos alérgicos.

Lo anterior acasiona que el diagnéstico de atopia sea un proceso tardado,
ya que los pacientes tienen que pasar por una etapa de aislamiento que dura 15
dias y la administracién de una dieta hipoalergénica durante un periodo de 3
meses, con el fin de eliminar la posibilidad de hipersens'ibilidad por contacto y
alimentaria respectivamente.

En el mejor de los casos, cuando los propietarios siguen las indicaciones
en forma adecuada, el diagnéstico de atopia se establece en 3 meses y medio.
Sin embargo, en muchos casos existen errores en el procedimiento diagnéstico,
requiriendo periodos que fluctiian entre los 8 y 12 meses.

Asi pues, el principal inconveniente de esta forma de diagndstico es que
los propietarios se desesperan, ocasionando que el diagnéstico quede inconcluso
o que el paciente reciba terapia antipruritica innecesaria.

En los Estados Unidos de Norte América y en varios paises de Europa las
pruebas intradérmicas se han utilizado, en perros, durante los ultimos 25 afos
para el diagnéstico de atopia® 228273334

La ventaja de realizar estas pruebas es que el diagnéstico se puede
establecer en 30 minutos, evitando la pérdida de tiempo al aislar y administrar

dietas hipoalergénicas en pacientes que no requieren de este manejo.
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Ademas, con los resultados obtenidos se puede identificar y retirar el
alergeno causal, u optar por otras alternativas terapéuticas como la
hiposensibilizacién, con lo que se reducird el nimero de pacientes que reciben
farmacos antipruriticos, especialmente glucocorticoides.

Es importante destacar que la dermatitis atopica que afecta tanto a
humanos como a perros comparte ciertas caracteristicas como:

a) Una alta frecuencia>”.

b) Predisposicién racial y familiar, lo cual indica bases hereditarias*”"® "7,

c)La enfermedad es ocasionada por la exposicion a alergenos
ambientales®*7 1412,

d) Variaciones regionales y estacionales relacionadas con la presencia de los

a]ergenos3.4.5.7.9.1 8.78,79.

e) Resultados positivos a las pruebas intradérmicas a uno o mas alergenos*®”™.
f) tncremento en el numero de células cebadas, linfocitos e histiocitos en la
pi 208081

g) El prurito es el signo principal®'>77787°.
h) Alta predisposicion a padecer piodermas recurrentes’.

Debido a las similitudes que existen entre la dermatitis atdpica de humanos
y perros, la implementacion de las pruebas intradérmicas no sélo beneficiara a los
perros que la presenten, sino que sera el inicio de futuras lineas de investigacion,
en las cuales, el perro puede ser utilizado como modelo experimental para

beneficio de pacientes humanos que sufran de esta alteracion.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la concentracion de los extractos alergénicos a utilizar para el

diagnodstico de dermatitis atopica en perros de la Ciudad de México.

Objetivos Especificos:

1.

Determinar la concentracion de los extractos alergénicos que no es irritante en

perros clinicamente sanos.

. Determinar las variaciones en el tamafio de las reacciones provocadas por la

inoculacién intradérmica de la solucién de Evans (testigo negativo), histamina a
una concentracién 1:100,000 P/V (testigo positivo) y las diferentes diluciones

de extractos alergénicos a diferentes tiempos de medicién (15 y 30 minutos).

. ldentificar los hallazgos histopatoldgicos, en perros clinicamente sanos, en los

sitios de aplicacion de los testigos (negativo y positivo) y las diluciones de los
diferentes grupos de extractos alergénicos recomendadas para el diagnéstico
de atopia a los 30 minutos.

Identificar los hallazgos histopatoldgicos de las reacciones positivas a los 30
minutos posinoculacién del alergeno.

Comparar las variaciones de los hallazgos histopatologicos.
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HIPOTESIS

Hipétesis:
La concentracion de los extractos alergénicos que se debe utilizar para el
diagndstico de dermatitis atépica es para pélenes 1:1,000 P/ y para hongos,

ambientales e insectos 1:2,000 P/V.
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Capitulo 2.- MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar donde se realizé el estudio

El estudio se llevd a cabo en la Ciudad de México en las instalaciones del
Bioterio del Departamento de Cirugia Experimental del Hospital Regional 20 de
Noviembre ISSSTE, Seccion de Patologia Ciinica del Hospital Regional 20 de
Noviembre ISSSTE, Hospital General de la Secretaria de Salud y laboratorio de

Patologia Clinica Experto.

2.2. Testigos (negativo y positivo) y Alergenos

. Se obtuvieron viales de 10 ml de Solucién de Evans (salina con fenol al
0.4%)', fosfato de histamina a una concentracién de 1:1,000 P/ y 30 alergenos
aéreos a una concentracion 1:10Q P! (Anexo1). '

La seleccion de los alergenos se tomé de los extractos alergénicos
utilizados en el Servicio de Alergia e inmunologia Clinica del Hospital Regional
Adolfo Lopez Mateos ISSSTE.

La solucién de Evans se utilizd como testigo negativo y para elaborar las
diluciones tanto de la histamina como de los extractos alergénicos.

El fosfato de histamina se diluyd para obtener una concentracién de
1:10,000 P/V (Anexo 2).

Se realizaron seis diluciones de cada alergeno obteniendo [as siguientes
concentraciones: 1:500, 1:1,000, 1:1,500, 1:2,000, 1:2,500 y 1:3,000 P/ (Anexo
2).

La solucién de Evans, la histamina y las diluciones de los extractos
alergénicos se mantuvieron en refrigeracion a 4°C, retirandolas del refrigerador 15

minutos antes de ser aplicadas en los perros.

! Laboratorios APHI de México
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2.3. Perros utilizados en el estudio

Se seleccionaron en forma aleatoria 30 perros, en su mayoria mestizos, del

Bioterio del Departamento de Cirugia Experimental del Hospital Regional 20 de

Noviembre ISSSTE que cumplieron con los siguientes criterios de inclusién,

1.

Perros machos y hembras entre 1 y 10 afios de edad. La edad se determiné por

denticioén.

2. Hembras que no presentaran estro, gestaciéon o pseudociesis.

3. Perros clinicamente sanos, io cual se determiné por examen fisico y pruebas

de laboratorio rutinarias (hemograma, perfil bioquimico completo y examen
general de orina). Las pruebas de laboratorio se realizaron en la Seccidon de

Patologia Clinica del Hospital Regional 20 de Noviembre ISSSTE.

2.4. Realizacién de la técnica e interpretacion

1.

A los perros seleccionados se les rasuré un area de 34 por 18 cm en ambas
zonas paracostales utilizando maguina eléctrica con cuchilla del numero 40

una hora antes de la inoculacién de los alergenos.

. Los perros se canalizaron con solucién Hartman via vena cefalica utilizando un

catéter endovenoso calibre 22 ga. por 1 pulgada, administrando volumen de
mantenimiento (40 ml/kg/hr) durante todo el procedimiento.

. Los perros fueron anestesiados con pentobarbital sodico® a dosis de 26 mg/kg

via endovenosa.

. Con un marcador de tinta permanente se sefalaron las zonas de inyeccién del

testigo positivo, testigo negativo y de las diferentes diluciones de los extractos,

dejando un espacio de 2 cm entre cada zona de aplicacion.

. Antes de aplicar las diluciones de los extractos alergénicos se inyectd via

ntradérmica, tanto en la zona paracostal derecha como izquierda, 0.02 ml del

testigo negativo y positivo realizandose la lectura de fa reaccion a los 15y 30

* Laboratorios Ttokkyo de México



26

minutos. Para la inocutacion se utilizaron jeringas de insulina calibre 27 ga. por
Y pulgada y para la medicién un vernier. La medicion se realizé por la misma
persona.

6. Se establecié que se excluirian del estudio los perros que no presentaran
reactividad de la piel al testigo positivo 0 que manifestaran reactividad al
testigo negativo. Se considerd como falta de reactividad a la histamina (testigo
positivo) cuando la roncha formada midié menos de 10 mm después de 15
minutos de la aplicacion, y como reactividad a la solucién de Evans (testigo
negativo) cuando la reaccién midié igual 0 mas que el testigo positivo a los 15
minutos.

7. Posteriormente se inocularon, en la zona paracostal derecha las 6 diluciones
de 15 alergenos y en la zona paracostal izquierda las 6 diluciones de los 15
alergénos restantes. El orden de la aplicacion de los alergenos se realizé de la
misma manera en todos los perros (Anexo 3).

8. El volumen inoculado y las caracteristicas de las jeringas fueron igual que en
los testigos. Se usaron jeringas diferentes para cada una de las diluciones
inoculadas.

9. Se realizd la medicidén del didmetro mayor de las ronchas a los 15 y 30 minutos
de aplicacion utilizando un vernier. Estos datos se concentraron en una hoja de
registro. La medicion se realizé por la misma persona.

10.Se conté con equipo rojo (difenhidramina® y adrenalina acuosa 1:10,000* ) con
el fin de tratar a los pacientes que presentaran choque anafilactico.

11.Se consideré como reaccién positiva a cualquier roncha cuyo didmetro mayor
a los 15 minutos fue mayor o igual al testigo positivo o que tuviera signos
evidentes de eritema y turgencia.

? Laboratorios Bayer de México
* Laboratorios Brovel de México
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2.5. Biopsias

Después de realizar las mediciones de los 30 minutos se tomaron 3
biopsias de piel de cada perro para examen histopatolégico de las siguientes
zonas: testigo negativo, testigo positivo y una biopsia de las ronchas,
seleccionada en forma aleatoria de la dilucion alergénica recomendada para el
diagndstico de atopia (1:1,000 P/V para pdlenes y 1:2,000 P/V para hongos,
ambientales e insectos) abarcando la totalidad de los alergenos utilizades en el
estudio (Anexo 4).

Ademas se tomaron algunas biopsias en aquelios perros que presentaron
reacciones clinicamente positivas a la dilucién recomendada para el diagndstico
de atopia.

La zonas de biopsia se suturaron con puntos simples separados utilizando
nylon monofilamento 2-0 y las muestras se colocaron sobre una base de cartdn
para posteriormente fijarlas en formalina al 10% amortiguada a un pH 7.2-7.4.

Las muestras se procesaron por {as técnicas histoldgicas de rutina
t'iﬁéndolas con hematoxilina-eosina {(H-E). El procesamiento de las muestras se

realizé en el Hospital General de |la Secretaria de Salud.

2.6. Analisis histopatolégico

Los cortes histologicos se revisaron con microscopio foténico utilizando
oculares 10X de campo amplio y objetivos 10X y 40X,

Se evalud la dermis superficial por la presencia de edema, fragmentacién
de fibras de colagena, tipo y cantidad de células inflamatorias presentes y
exocitosis.

Para {a evaluacién se revisaron 12 campos de cada muestra sin incluir los
extremos, zonas de hemorragia o areas con artificios. Asimismo, se evitd que los

campos de conteo y evaluacion se empalmaran, para lo cual se dejé un campo
libre pasando al siguiente.
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El edema se clasificé como abundante, moderado y leve. Se considerd
abundante cuando éste se presento en todos los campos revisados, moderado
cuando se observd en 3 6 4 campos y leve en menos de 3 campos.

La fragméntacién de las fibras de colagena también fue clasificada como
abundante, moderada y leve, siguiendo el mismo criterio utilizado para el edema.

En cada muestra se contaron un total de 100 ceélulas inflamatorias
(mastocitos, polimorfonucleares y mononucleares). La cantidad de células
inflamatorias presentes se clasific6 como abundante, moderada y leve. Se
considerd una celularidad abundante cuando el conteo se realizé abarcando 5
campos, moderada cuando se necesitd revisar de 6 a 8 campos y leve cuando se
ocuparon mas de 8 campos.

Los datos obtenidos se concentraron en una hoja de registro.

2.7. Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico, se utilizé e! programa Minitab. TM.

Las reacciones clinicamente po'sitivas a los 15 minutos posinoculaciéon de
las diferentes diluciones de extractos alergénicos y los hallazgos histopatologicos
en los sitios de inoculacion después de 30 minutos de la aplicacidon del testigo
negativo, el testigo positivo, las diluciones de alergenos recomendadas para el
diagnéstico de atopia y en las ronchas clinicamente positivas fueron descritos a
través de frecuencias y promedios® 24828887

El comportamiento de las diferentes diluciones a los 15 minutos
posinoculacidn de los extractos alergénicos se determiné por analisis de varianza,
donde la hipétesis alterna (Ha) fue y = p y la hipétesis nula p; = . Se fij6 una
significancia de 0.05 y la regla de decisién fue si F calculada es mayor o igual a F
tabulada (F. > F,) se rechaza la Ho® 84858687

Para determinar si existia diferencia en el tamano de las reacciones a los
15 y 30 minutos posinoculacién del testigo negativo, el testigo positivo y las

diferentes diluciones de extractos alergénicos, y saber si existian diferencias en
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los hallazgos histopatoidgicos entre los testigos (negativo y positivo), los
diferentes grupos de extractos alergénicos y las ronchas clinicamente positivas se
utilizo la prueba de t apareada, donde la Ha fue py # pz y 1a Ho py = pa. Se fijé una
significancia de 0.05 y la regia de decision fue si t calculada es mayor o igual a t

tabulada (t. > t,) se rechaza la Ho% 3357
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Capitulo 3.- RESULTADOS

De los 30 extractos alergénicos utilizados en este estudio 19 no provocaron
ronchas clinicamente positivas a ninguna dilucion a los 15 minutos de su
inoculacion, y en 11 éstas se observaron a diferentes diluciones, sumando un
total de 63 reacciones positivas (Cuadro 3.1).

Los extractos alergénicos que causaron reacciones positivas en el 10% o
mas de los perros inoculados fueron cucaracha y hormiga. En el caso de
cucaracha estas diluciones fueron: 1:500 (13%), 1:1,000 (10%) y 1:1,500 (10%), y
con el extracto de hormiga 1:500 (16.6%), 1:1,000 (16.6%), 1:1,500 (13.3%),
1:2,000 (13%) y 1:2,500 (10%).

Dos perros presentaron ronchas con pseuddpodos, uno fue con Mucorinea
a las diluciones 1:500, 1:1,000, 1:1,500 y 1:2,000, y otro con hormiga a las
diluciones 1:500, 1:1,000 y 1:1,500 (Figura 3.1).

Ninguno de los perros utilizados presentd dermografismo, “llamarada
eritematosa” ni choque anafilactico.

En este estudio se observé que las diluciones de los diferentes extractos
alergénicos que provocan reacciones estadisticamente similares a las
recomendadas para el diagnostico de atopia son: para polenes (1:500 y 1:1,500),
hongos (1:1,500) y ambientales (1:1,000 y 1:1,500) (p > 0.05).

En el caso de insectos, debido a los porcentajes de positividad de
cucaracha y hormiga, se analizaron por separado las diluciones de pulga y
mosquito encontrando variaciones estadisticamente significativas entre estas (p <
0.05). _

Las mediciones de las reacciones a los 15 y 30 minutos posinoculacion del
testigo negativo, el testigo positivo y las diferentes diluciones de los extractos

alergénicos se encuentran en los Anexos 5 al 13.



Cuadro 3.1.

intradérmica de las diferentes diluciones de los alergenos.
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Reacciones positivas a los 15 minutos posinoculacién
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£l promedio de las reacciones a los 15 mihutos posinoculacion del testigo
postitivo fue de 10.5 mm, y del testigo negativo 3.9 mm (Figura 3.2.). En este
estudio no existid diferencia estadisticamente significativa en el tamafo de las
reacciones a los 15 y 30 minutos posinoculacion de los testigos negativo y
positivo (p > 0.05). Sin embargo, en los extractos alergénicos si se observd
diferencia significativa, siendo el promedio de [as ronchas menor a los 30 minutos
(p < 0.05).

Los hallazgos histopafolégicos en los sitios de aplicacion analizados
después de 30 minutos de la inoculacién del testigo negativo, el testigo positivo,
las diluciones recomendadas para el diagnéstico de atopia y en las ronchas
clinicamente positivas comprendieron: edema, fragmentacidn de fibras de
colagena, infiltracion de ceélulas inflamatorias (principaimente mastocitos y
eosindfilos) y exocitosis (Anexos 14 al 20) (Figuras 3.3 a 3.6).

Los porcentajes de las reacciones de cada grupo que presentaron edema,
fragmentacion de fibras de colagena y exocitosis, y los promedios de las células
inflamatorias, asi como la cantidad de éstas, se encuentran en el Cuadro 3.2.

En las ronchas causadas por la inoculacion del testigo positivo y en las
clinicamente positivas se observd que el edema y el numero de
polimorfonucleares fue mayor que cuando se inocularon el. testigo negativo y los
diferentes grupos de extractos alergénicos (p < 0.05).

Por otro lado, el sitio de inoculacién del testigo positivo presentd mayor
fragmentacion de fibras de colagena y exocitosis que el del testigo negativo, los
extractos alergénicos y en las ronchas clinicamente positivas (p < 0.05).

El promedio de mastocitos fue mayor en los sitios de inoculacién dei testigo
negativo y de los extractos alergénicos que en los del testigo positivo y en las
ronchas clinicamente positivas (p < 0.05).

La inoculaciéon del testigo negativo provocd un promedio mayor de

mononucleares en comparacién con el testigo positivo (p < 0.05), sin embargo, no
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Figura 3.1. Reacciones a los 15 minutos posinoculacién intradérmica de los testigos y las
diferentes diluciones de Mucorinea. De izquierda a derecha: testigo negativo, testigo positivo,
Mucorninea 1:500, 1:1,000, 1:1,500, 1:2,000, 1:2,500 y 1:3,000. Presencia de pseudépodos a las

diluciones 1:500, 1:1,000, 1:1,500 y 1:2,000.

S N . Figura 3.2.
ST ‘ . A .| Reacciones a los 15
T . '+ minutos posinoculacidn

intradérmica del testigo
negativo (0 mm) vy
o - + pasitivo (11 mm).
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Figura 3.3.

Edema abundante con fragmentacién de fibras
de colagena y presencia de mastocitos
(flechas) en la dermis superficial (H.E.) (400X).

Figura 3.4.

infiltrado de polimorfonucleares,
principaimente eosindfilos (flechas), en la
dermis superficial (H.E.) (400X).
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3

Figura 3.5.

Infiltrado de mastocitos y polimorfonucleares,
principalmente eosindfilos (flechas), en la
dermis superficial (H.E.) (400X).

Figura 3.6.
Exocitosis focal de polimorfonucleares y
mononucleares (flecha) (H.E.) (400X).
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Cuadro 3.2. Hallazgos histopatoldgicos a los 30 minutos en testigo negativo,
testigo positivo, extractos alergénicos y reacciones positivas.

3 Edema A'(%)

EdomaM @) | %67 333 25 6.6

;EdemaL(%) . 0
Frag Colag. AGR) | 0 | 0 o | o 1 o o 0

Frag Colag M (%}

R ) 636

Frag Colag L (%) | 533 | 30 | 333
_ RrICHD
PMN (Prom) 45 | 31 | 272 a3 446 265 | 472

Mononucleares'(Prom)

Exocitoss A (%) o 1 0 0 ) 0 0 0

A(Abundante) M (Moderado); L(Leve) Frag Colag (Fragmentacnon de r bras de colagena) PMN
(Polimorfonucleares); Prom (Promedio).
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" existio diferencia estadisticamente significativa entre los testigos, los extractos
alergénicos y las ronchas clinicamente positivas (p > 0.05).

En la celularidad presentada por ia aplicacién del testigo negativo, el
testigo positivo, los extractos de pélenes, hongos y ambientales y en las ronchas
clinicamente positivas no existid diferencia estadisticamente significativa (p >
0.05).

Las zonas de inoculacién de los extractos de insectos presentaron menor
fragmentacion de fibras de colagena y cantidad de células inflamatorias que los
testigos, los extractos de pélenes, hongos y ambientales y en las ronchas

clinicamente positivas (p < 0.05).
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Capitulo 4.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las pruebas intradérmicas confirman el diagnéstico de dermatitis atépica
en perros*®'827223031.32 Cuando los extractos alergénicos se van a utilizar por
primera vez, con fines diagndsticos, es necesario determinar la concentracion a la
cual se deben de emplear, ya que, si estan muy concentrados se pueden obtener
resultados falsos positivos*>®718%

Considerando que los perros sanos no responden a la inoculacion de los
alergenos, salvo que éstos sean irritantes, el criterio que se toma para conocer la
dilucidn a utilizar, es que ésta no provoque reacciones positivas en una muestra
de ellos. En caso de que la cantidad de respuestas positivas sea mayor o igual al
10% se considera que la dilucién es irritante y, por consiguiente, los resultados
obtenidos en pacientes sospechosos de alergia no seran confiables*>87-18.2944

En estudios previos, Willemse y Van den Brom® y August* encontraron
que la dilucién de los extractos de mezclas de pdlenes, recomendada para el
diagnéstico de atopia (1,000 UN/ml y 1,000 UNP/ml), provocd un aito porcentaje
de reacciones positivas en perros clinicamente sanos. Asimismo, August*
observé un alto porcentaje de positividad cuando utilizé mezclas de hongos e
insectos a las concentraciones recomendadas (1,000 UNP/ml). Sin embargo, los
extractos ambientales que probd, a excepcion de polvo de casa, lana y seda, no
provocaron ronchas clinicamente positivas a esta dilucién, y en algunos casos,
éstas se observaron en menos del 10% de los perros utilizados.

Por otro lado, algunos autores han encontrado un nimero elevado de
reacciones positivas a los extractos de Dermatophagoides farinae y D.
pteronyssinus*?*34470

En este estudio la mayoria de los extractos de podlenes, hongos vy
ambientales no causaron reacciones positivas a las diluciones recomendadas
para el diagnostico (1:1,000 P/V para pdlenes y 1:2,000 P/V para hongos y

ambientales), un perro las manifestd con el extracto de pirdl y otro con los de
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Alternaria alternata , Mucorinea y Penicillum expansum, por lo que, para estos
alergenos, la positividad fue menor del 10%.

A concentraciones mayores a las que la literatura recomienda, para el
diagndstico de atopia, el perro que presentd positividad para los extractos de
hongos también respondié a algodon a las diluciones 1:500 y 1:1,000, y otro
reaccioné a los extractos de gato, perro, plumas y Dermatophagoides farinae a la
dilucién 1:500, de este modo, las reacciones positivas, para estas
concentraciones, también fueron menores al 10% .

Estos resultados concuerdan con las observaciones realizadas por
Anderson® y DeBoer®, quienes indican que los extractos de pélenes, hongos
(cuando son utilizados en forma individual) y ambientales no producen irritacién,
por lo que las reacciones positivas son las mas especificas y de alto significado
clinico. Por lo tanto, es probable que el perro que presentd reacciones al extracto
de pirdl y el que reacciond a los de hongos eran alérgicos aun cuando no
manifestaban signos clinicos de enfermedad.

Lo anterior se puede deber a que ciertos individuos alérgicos pueden
presentar signos en forma estacional, o bien, pueden manifestar mejoria clinica
cuando son trasladados a otra zona al no estar en contacto con el
aIergen03'4'5'6'7‘3'9'14‘15‘16‘17'18’26‘27'33'34.

Se sabe que las concentraciones mas altas de pdlenes se encuentran en el
exterior de las casas durante la primavera®>®***. Los perros utilizados en el
estudio habian permanecido dentro de las instalaciones del bioterio durante 4
meses y el trabajo se llevé a cabo en el otofo, por lo tanto, la probabilidad de que
el perro que respondid a pirdl tuviera contacto con el alergeno era baja.

Lo mismo pudo ocurrir con el perro’ que respondid a Alternaria, ya que este
hongo se localiza principalmente en el exterior de las casas y sus esporas se
encuentran en mayor cantidad en el verano*®%324
Por otro lado, aun cuando las concentraciones de esporas de Mucorinea y

Peniciflum son mayores en el interior de las casas, se ha visto que sus niveles en
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el aire tienden a ser bajos**, por lo que es probable que la cantidad de esporas
en el ambiente no haya sido lo suficientemente abundante como para
desencadenar la presentacion de los signos clinicos.

Las respuestas positivas observadas en el perro que reaccion¢ al algodén
y en el que respondié a los epidérmicos y al &caro del polvo pudo ser de tipo
irritativa, ya que uUnicamente se presentaron a las concentraciones mas ailtas
{1:500 P/V).

Anderson® observd que los extractos de alergenos epidérmicos por lo
general no causan irritacién. No obstante, Willemse y Van den Brom™ y Scott™,
encontraron algunos resultados positivos frente a la caspa de animales, pero no
pudieron determinar si estas reacciones eran el resultado dé una reactividad
cruzada antigénica en perros alérgicos o de un bajo umbral irritativo en la piel, por
lo que el significado de una reaccién positiva, a estos extractos, es incierto
cuando no se tiene historia de exposicion a ellos.

Se ha considerado que los extractos mas irritantes son los de lana, polvo
de casa y acaros del polvo”'***%0  Anderson® observéd que la capacidad
irritativa de estos extractos varia ampliamente dependiendo de la compahia que
los produzca, por lo que es posible que los extractos, de estos alergenos,
utilizados en este estudio hayan tenido una concentracidn menor a los empleados
en otros trabajos. _

Por otro lado, en este estudio se observd que aun cuando los extractos de
pulga y mosquito no causaron reacciones positivas, a la dilucion recomendada
(1:2,000 PV), con el extracto de hormiga éstas se detectaron en el 13.3% de los
perros inoculados y con el de cucaracha en el 6.6%.

Las reacciones positivas al extracto de hormiga, que se presentaron eh
este estudio, pudieron ser causadas por un proceso irritativo o alérgico. En el
estudio realizado por August* las reacciones de positividad observadas con el

extracto de mezclas de insectos fueron relacionadas a la fraccidon de hormiga,
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considerando que ésta era altamente irritante, sin embargo, ésto no pudo ser
comprobado.

En humanos los antigenos de cucaracha son causa importante de alergias
en todo el mundo**. En un estudio Nesbit”” encontré que el 60% de los perros
urbanos responden a los antigenos de este insecto, pero debido a que el
significado de este hallazgo no se pudo determinar, es probable, que los perros
de este trabajo que respondieron al extracto de cucaracha, cursaran con un
proceso irritante o alérgico. Por tal motivo, la concentracidn y la importancia de
los alergenos de hormiga y cucaracha en la patogenia de la dermatitis atdpica se
tendra que evaluar en la practica.

A pesar de que |as respuestas positivas observadas en este trabajo fueron
menores & las obtenidas en trabajos previos, los resultados no se pueden
comparar. Esto se debe a que los ofros autores utilizaron alergenos
manufacturados por otras compaifiias cuya potencia estaba expresada en otras
unidades (UN y UNP) y que en aigunos casos eran mezclas de alergenos.

Aun cuando los resultados no pueden ser comparados, existié un factor
que pudo estar asociado con el bajo porcentaje de positividad observado en este
estudio. Este factor fue el volumen inoculado, ya que se ha visto que las
reacciones pueden ser interpretadas como positivas si la ampula formada por la
simple inyeccion de los alergenos es mayor a 4 mm de diametro’>3%™4,

En los estudios de Willemse y Van den Brom® y August” la cantidad
inoculada, tanto de los testigos como de las diferentes diluciones de los extractos
alergénicos, fue de 0.05 ml. En este trabajo el volumen fue de 0.02 ml. La razdn
para aplicar este volumen se debid a que cuando se inyectaron 0.05 ml el
diametro inicial de las ampulas del testigo negativo, del testigo positivo y de los
extractos, fue mayor a 6 mm, alcanzando en ocasiones los 8 mm. Al disminuir el
volumen se obtuvieron diametros iniciales entre los 3 y 4 mm. Cabe sefalar que
los perros que recibieron 0.05 ml (10 en total) fueron excluidos de esta

investigacion.



42

Por otro lado, atin cuando el criterio de positividad fue diferente al utilizado
en los otros trabajos, las reacciones que fueron consideradas como negativas, en
este estudio, también lo fueron cuando se utilizd el criterio de positividad
empleado por los otros autores, por lo que es probable que en sus estudios, las
ampulas iniciales fueran mayores a 4 mm de didmetro, y que, por lo tanto, un
nimero elevado de ellas fueran consideradas positivas.

En la presente investigacion ninguno de los perros utilizados presentaron
dermografismo, “llamarada eritematosa” ni reacciones anafilacticas y unicamente
dos manifestaron pseudépodos, uno con Mucorinea y otro con hormiga. Lo
anterior concuerda con lo mencionado en {a literatura donde se establece que
estas reacciones son raras en perros, y a pesar de que la formacidon de
pseuddpodos en humanos se ha relacionado a una respuesta alérgica, en perros
no necesariamente indican positividad' 48771

Como se menciond anteriormente, se considera que una diluciéon de
extractos alergénicos que produce reacciones positivas en el 10% o mas de
perros clinicamente sanos es irritante y, de este modo, puede ocasionar falsos
positivos cuando se utiliza para el diagnéstico de los procesos alérgicos.

Con base en lo anterior, es facil suponer que cualquier dilucién que
provogue menos de este porcentaje de positividad puede ser utilizada con fines
diagndsticos. Sin embargo, se ha visto que si el extracto se encuentra muy diluido
se pueden obtener resultados falsos negativos' """,

Por esta razén, en este estudio se realizaron analisis de varianza para
conocer el comportamiento de las diferentes diluciones.

Debido a que los extractos de pdlenes, hongos y ambientales no
provocaron reacciones positivas importantes, se asume que la dilucién
recomendada en la literatura para el diagnéstico de atopia puede ser utilizada en
perros de la Ciudad de México.

Sin embargo, se observé que en el caso de los extractos de pdlenes y

ambientales si se utilizan diluciones menores a 1:1,500 el tamafno de la roncha
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disminuye en forma significativa, en hongos, ésto ocurre con diluciones menores
de 1:2,000, por consiguiente, estas diluciones podrian ocasionar resultados falsos
negativos.

Los extractos de pulga y mosquito presentaron variaciones importantes en
el tamafo de ia roncha a las diferentes diluciones, por lo que se recomienda
utilizar la ditucién 1:2,000.

Los extractos de cucaracha y hormiga deberdn de ser evaluados
nuevamente con el fin de saber si las reacciones positivas estuvieron asociadas a
irritacién o a alergia, pero para el extracto de cucaracha posibiemente se puede
utilizar 1a ditucién 1:2,000, y para el de hormiga 1:3,000.

Por otro lado, aun cuando la mayoria de los alergdlogos recomiendan
realizar la lectura de las pruebas intradérmicas a los 15 minutos, algunos autores
sugieren que no hay diferencia si ésta se lleva a cabo a los 30 minutos®'"183'%

A pesar de que en esta investigacion no se detectd diferencia significativa
entre la medicién a los 15 y 30 minutos de la aplicacion del testigo negativo y el
testigo positivo, en los extractos alergénicos el tamanio de la reaccion fue menor a
los 30 minutos. Asi pues, los resultados de este estudio sugieren que la reaccion
cutanea a la inyeccion de los alergenos, al igual que en humanos, es dependiente
del tiempo, por lo que se recomienda realizar la medicién a los 15 minutos.

Por ofra parte, diferentes estudios en humanos y perros alérgicos han
" demostrado que las reacciones positivas a las pruebas intradérmicas presentan
cambios asociados a la respuesta inflamatoria aguda que incluyen extravasacion
de plasma y presencia de células inflamatorias  (mastocitos Y

polimorfonucleares)’ 24047,

Los hallazgos histopatolégicos, encontrados en esta investigacion, en los
sitios de aplicacion de los testigos (negativo y positivo), de los extractos
alergénicos que no provocaron reacciones positivas y de las ronchas clinicamente
positivas, no difieren de los descritos en las ronchas clinicamente positivas de los

pacientes atopicos. Sin embargo, en esta investigacién se observo que las
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ronchas provocadas por la inoculacion del testigo positivo y las clinicamente
positivas manifestaron mayor edema, mayor cantidad de polimorfonucleares y una
menor cantidad de mastocitos que lo observado en los sitios de inoculacion del
testigo negativo y de los diferentes extractos alergénicos que no provocaron
reacciones positivas.

Asimismo, se observé que en los sitios de aplicacion de los extractos de
insectos que no ocasionaron reacciones positivas la cantidad de células fue
menor. No obstante, estos extractos, fueron los que mas reacciones positivas
provocaron. La razon, por la cual estos extractos presentaron menor celularidad
no pudo ser explicada en este estudio.

Es probable que las ronchas que fueron clinicamente positivas estuvieran
asociadas a una respuesta de tipo alérgica. Se sabe que la ‘migracic'm de
leucocitos a los sitios de lesién es independiente de los cambios en la
permeabilidad vascular, por lo tanto, para que ésta se pueda llevar a cabo se
necesita la participacion de una gran variedad de mediadores quimicos y citocinas
que estimulan la expresidn de moléculas de adhesidén (que permiten que las
células inflamatorias se puedan unir a las células endoteliales) y que actian como
factores quimiotacticos™'"126.38081

Uno de los mediadores quimicos mas estudiados es la histamina, esta
sustancia, aparte de provocar vasodilatacién y la subsecuente extravasacion de
plasma, estimula la expresion de las moléculas de adhesién y actua como un

factor quimiotactico para polimorfonucleares®'"2%638.8081

. Esto explica porque el
edema y la cantidad de polimorfonucleares fue mayor en las ronchas ocasionadas
por la inoculacién intradérmica de histamina.

.2 demostraron que la cantidad de

En un estudio realizado por Nimmo y co
histamina en los perros atdpicos era mayor que en los no atdpicos. A pesar de
que DeMora y coi.? detectaron que los mastocitos de los perros atopicos
presentan una concentracién mayor de histamina, Jackson y col.® encontraron

gue la cantidad de histamina en las células cebadas de perros atdpicos y no
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atépicos es estadisticamente igual, pero que en los pacientes atdpicos tienen una
mayor capacidad para liberarla.

Debido a que las ronchas clinicamente positivas se comportaron en forma
similar a las ocasionadas por el testigo positivo y a que los perros atdpicos tienen
mayor cantidad de histamina, es probable que los perros que reaccionaron en
forma positiva a la inoculacién de los extractos alergénicos hayan sido atdpicos.
Desafortunadamente no se tomaron biopsias de las ronchas del perro que
respondid6 a algoddn y del que manifestd reacciones positivas a
Dermatophagoides farinae y a los extractos epidérmicos, en los cuales, por haber
respondido Unicamente a la concentracion mayor, se sospechd que la reaccion
era de tipo irritativa. Hubiera sido conveniente determinar si existia diferencia en
la cantidad de polimorfonucleares entre estas ronchas y las observadas a la
dilucién recomendada para el diagndstico de atopia.

Algunos autores han establecido que la unica manera de determinar si las
ronchas estan asociadas a un proceso alérgico o irritante, es a través de la
prueba de anafilaxia cutanea pasiva, la cual detecta la presencia de anticuerpos

alergeno especificos?”'!" %%

Asi pues, hubiera sido recomendable realizarla en
los perros que tuvieron resultados positivos con el fin de detectar si éstos eran
atépicos.

Con base en los resultados de este trabajo se puede concluir que las
diluciones recomendadas en la literatura 1:1,000 P/V para los extractos de
pélenes y 1:2,000 P/V para hongos, ambientales e insectos, a excepcion de
hormiga, pueden ser utilizadas para el diagnéstico de dermatitis atopica en perros
de la Ciudad de Mexico. En el caso del extracto hormiga la dilucion puede ser de
1:3,000.

La diluciones que se comportan en forma similar a las recomendadas para
el diagnostico de atopia son: para pdlenes 1:500 y 1:1,500, para hongos 1:1,500 y
para ambientales 1:1,000 y 1:1,500.
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En el caso de insectos debido a los porcentajes de positividad y a la
variacion en e| tamafio de las reaccionés a las diferentes diluciones, se
recomienda utilizar la concentracion 1:2,000 para pulga, mosquito y cucaracha, y
1:3,000 para hormiga

Asimismo, el volumen a inocular debe de ser de 0.02 mi con el fin de
obtener una dmpula inicial de 2 a 4 mm de diametro y evitar la presentacion de
falsos positivos asociados al volumen inoculado.

La respuesta de la piel de los perros a la inoculacion de los extractos
alergénicos, al igual que en humanos, es dependiente del tiempo, por lo tanto, la
lectura de la reaccién se debe realizar a los 15 minutos.

En este estudio no se pudo comprobar que los hallazgos histopatolégicos
en las ronchas provocadas por la inoculacion de los extractos alergénicos puedan
ayudar a determinar si el paciente presenta una reaccidn asociada a un proceso

alérgico o irritativo.
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ANEXO 1

ALERGENOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO

Pdlenes

. Amarantus paniculatus (Amaranto)
Ambrosia elatior (Ambrosia)
Cosmos bipinnatus (Mirasol)
Lolium perenne (Pasto inglés)

. Cynodon dactylon (Capriola)

. Chenopodium ambrosoides (Epazote)
. Fraxinus (Fresno)

Heliantus annus (Girasol})

. Ligustrum lucidum (Trueno)
10.Schinus molle (Pirul)

11.Plantago major (Llantén)
12.Rumex mexicana (hierba)

CONDOBWON

Hongos

1. Aspergillus fumigatus

2. Alternana alternata

3. Cladosporium cladosporoides (Hormodemdrun)
4. Drechslera (Helminthosporium)

5. Mucorinea

6. Penicillium expansum

Ambientales

. Algodén (sin proceso)

Gato

Perro

Lana

Plumas mezcla (pollo, ganzo y pato)
Polvo casero

Dermatofagoides pteronyssinus
Dermatofagoides farinae

ONOOR LN -

insectos

1. Cucaracha americana (Periplaneta americana)
2. Hormiga roja (Formica spp)

3. Mosquito

4, Pulga

52



ANEXO 2

ELABORACION DE LAS DILUCIONES
Férmula para determinar la cantidad de alergeno a utilizar:
ViC; = VG,
Donde:
V; = Volumen de extracto que se desea preparar
C; = Concentracion del extracto que se desea preparar
V, = Volumen del extracto necesario para la dilucion
C, = Concentracion del extracto que se va a utilizar

Férmula para determinar Ja cantidad de solucién de Evans a utilizar:

V, - V; = Cantidad de diluyente requerido

S
.06

Histamina 1:100,000: 1 ml de Histamina (1:1,000) + 9 ml de Sol. de Evans



ANEXO 3

ORDEN DE APLICACION DE LOS ALERGENOS

T

-ZONAEPARACOS ﬁ% ALERGENOZ:S
Derecha - { Testigo negatlvo
L TTestlgo posmvo

lzquierda Testigo negatlvo

Testigo positivo

. Drechslera (Helminthosponum)

. Mucorinea

. Penicillium expansum

Algodon (sin proceso)

Gato

Perro

Lana

. Plumas mezcla (pollo, ganzo y pato)
. Polvo casero

10 Dermatofagoides pteronyssinus
11.Dermatofagoides farinae
12.Cucaracha americana (Periplaneta americana)
13.Hormiga roja (Formica spp)

14 Mosquito

15.Pulga

CONONAWN




ANEXO 4

SELECCION DE LAS BIOPSIAS

7 BIOPSIAY 0 0

1 ‘Drechslera (He!mmthosponum)

2 Plantaga major (Llanten)

3. - - | Penicillium.expansum. -

4 Pclvo casero

5: ‘1 .. | Ambrosia elatior- (Ambrosia) i s T
6 Hormiga roja (Formica spp)

7 - | Chenopodium ambrosoides (Epazote) - .

8 Mucorinea_

9 - Gato i e S

10 Amarantus pamculatus (Amaranto)

11 | Pulga.-, S

12 Al@dén (sm proceso)

13 . :'| Aspergillus fumigatus. % e S
14 Cladosporium c!adosporotdes (Hormodemdrun)
15 .71 Fraxinus (Fresno) .. ST T S
16 Lofium perenne (Pasto mgies)

17 . sk - [ Heéliantus annus (Girasol):™

18 Dermatofagoides farinae

19 - = | Ligustrum lucidum (Trueno) +

20 Lana

21..° ‘| Cynodon dactylon {Capriola): :
22 Mosquito

23 . 1| Schinus molle (Pirdl). - . :

24 Cucaracha amerlcana (Penplaneta amencana)
25 x | Perro - :
|26 Plumas mezcla (pollo ganzo y pato)
|27 = Rumex mexicana (hierba) .. .7+

28 Dermatofagoides pteron yssznus

29 't Cosmos bipinnatus (Mirasol) .~ -

30 Alternaria alternata




ANEXO 5

TESTIGO NEGATIVO Y POSITIVO. MEDICIONES EN MILIMETROS A LOS 15 Y 30
MINUTOS

ala|olo]|ala|wn|wiwia|wnin|olsl

30

T(+) Testigo positivo; T{-) Testigo negativo.
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ANEXO 6
POLENES. MEDICIONES EN MILIMETRGS A LOS 15 MINUTOS
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ANEXO 7
POLENES. MEDICIONES EN MILIMETROS A LOS 30 MINUTOS
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ANEXO 8

HONGOS. MEDICIONES EN MILIMETROS A LOS 15 MINUTOS
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ANEXO 9

.

HONGOS. MEDICIONES EN MILIMETROS A LOS 30 MINUTOS
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ANEXO 12

{METROS A LOS 15 MINUTOS

INSECTOS. MEDICIONES EN MILIM
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ANEXO 13
INSECTOS. MEDICIONES EN MILIMETROS A LOS 30 MINUTOS
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ANEXO 14
TESTIGO POSITIVO. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

AT
m‘a SRR
olag

LI

sl o o) A ] nfo s

Frag. colag. (fragmentacion dé fibras de colagena); Masto {mastocitos); PMN (polimorfonucleares);
Mono (mononucieares); A (abundante); M (moderado); L (leve); Exo {exocitosis).
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ANEXO 15
TESTIGO NEGATIVO. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

N ’{i%uaﬁgr“g; TR
A *aﬁ*na.,z_ﬁ:\f,_;,

doe AT

Frag. colag. (fragmentacion de fibras de coldgena); Masto (mastocitos); PMN (polimorfonucleares);
Mono (mononucleares); A (abundante); M (moderado); L (leve); Exo (exocitosis).
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ANEXO 16

POLENES. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

9
5
5

23
2.

Frag. colag. (fragmentacidn de fibras de colagena), Maste (mastocitos); PMN (polimorfonucleares);
Mono (mononucleares); A (abundante); M (moderado); L (leve); Exo (exocitosis).
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ANEXO-17

HONGOS. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

3 Pemcﬂkum M
- 8 \Mucon’nea L
13 | Aspergilus L

-

30 | Akemaria

Frag. colag. (fragmentacion de fibras de colagena); Masto {mastocitos); PMN (polimorfonucleares),
Mono (mononucieares); A (abundante); M (moderado); L (leve); Exo {exocitosis).



69

ESTA TESS NO DE®E
ANexo18  SAUR BE LA &i3LiOVECA

AMBIENTALES. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

D farinae

Frag. colag. (fragmentacidn de fibras de colégena); Masto (mastocitos); PMN (polimorfonucleares);
Mono (mononucleares); A (abundante); M {moderado); L (leve); Exo (exocitosis).
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ANEXO 19

INSECTOS. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

Frag. colag. (fragmentacion de fibras de caligena); Masto (mastocitos); PMN (polimorfonucleares),
Mono (mononucleares); A (abundante); M (moderado); L (leve); Exo (exocitosis).
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ANEXO 20

REACCIONES POSITIVAS. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

Frag. colag. (fragmentacién de fibras de colagena); Masto {(mastocitos), PMN (polimarfonucleares);
Mono (mononucieares); A (abundante); M (moderado); L (leve); Exo {exocitosis).



