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OBJETIVOS

~ Valorar la inmunidad humoral in vitre, por medio de la
cuantificacion de IgE total e IgE especificas séricas e (n wvivo
por medio de prusbas cuténeas de tipo inmediato frente a distintos

alergenos en pacientes con dermatis atdpica.

-~ Valorar la inmunidad celular tn vitro por medio de la
cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos T ( CD4 / €CD8 )
® (n vivo por medio de prusbas cutaneas de tipo tardio frente a 5

antigenos en estos pacientes.

- Estudiar los mecanismos de defensa inespeci{ficom por medio de la

fagocitosis y la qulmiotlgts.

- Aislar y tipificar los agentes etioldgicos ( bacterias vy

hongos ) de las infecciones asociadas a este padecimiento.



INTRODUCCION.

La darmatitis atdpica es una enfarmedad cutdnea inflamatoria
crénica, esccematosa, pruriginosa, qua s encusntra asociada con
nivelas elevados de IgE seéricap y a menudo con atras
manifastaciones alérgicas ( asma bronquial extrinseco y/c rinitis
alérgica )}, pero en ocasiones puesds pressntarse sn forma pura.

Su inicio a menudo es en la infancia temprana, raro antes de
los dos messs de edad, e@n la mayor{a de los casos antes de los
seis munes .

Su patagénesis aun e s pobremente conocida, sin embargo se
considera que pertensce a un tipo dual al I y IV de 1la
clasificacidn de Gell y Coombs.

El 70X de laos pacientes presentan antecedentes atdpicos tanto
personales o familiares, y un 80X muestran respusstas cutdneas
inmediatas a alsrgenos ambisntales comunes.

8® ha comprobado la disminucidn en la respuesta inmune
celular, por 1o que estos pacientes se infectan secundariamente
con relativa frecuencia ya sea por bactertias, hongos o virus,
quizd estos procesocs ocurren por una disminucidén en la fagocitosis

y la quimiotéxis.



I. DERMATITIS ATOPICA
1.- ANTECEDENTES HISTORICOS.

La dermatitis atépica es una enfermedad de la que se hace
refgrencia desde la antigledad, siendo Aetius de Amidas en el afo
534 A.C quien hace mencidén de la primera condicidn en la piel,
semejante a lo que hoy se conoce como dermatitis atdpica. (B ).

En la Biblia en el libro de Job, relata que éste padecia de
una enfermedad caracterizada por eccema y una infeccidn severa,
conociéndose desde tiempos remotos a esta como " Sindrome de Job .

Durante muchos siglos no se encontraron datos de 1la
enfermadad en la literatura, siendo hasta el afio 1472 por Paolo
Bagellarge quien hace la primera desmcripcion clinica de ésta en
la nifez, junto con datos de su tratamiento, publicdndolo en
@l primer textc de pediatria del mundo occidental llamado " Notas
de enfermedades fisicas de la nidez “.

En 1884 Von Hebra describe una erupcién intensa, pruriginosa
con distribucidén flexural , la cual es una caracteristica
especifica de la enfermedad.

Trousseau en 1873 habla sobre la asociacidn del eccema
atdpico y e] asma ( 45 ).

En 1692 Besnier sefala la apariciodn de un trastorno cuténeo
prurtq!nolo h-r.dit-rto iniciado en la infancia, aan en Euraopa

se le conoce como " prurigo de Besnier“( 15 )



En 1902 otro dermatdlogo frances, Brock, usa ®1 término de
"dermatitis difusa", sugiriendo que la entidad es causada por
una inestabilidad del sistema nervioso, este concepto fue
considerado en la primera mitad de este siglo.

En 1923 Coca-Cooke descrieron el término de "atopia', del
griego atopos ( no coman ) aplicdndose éste al grupo de
enfermedades que incluyen rinitis alérgica, asma bronguial
extrinseco y dermatitis atdpica.

En 1933 Wise y Sulzberger, fueron gquienes crearon el término
de dermatitis atdpica, insistiendo en su asociacién con asma vy
rinitis alérgica ( triada alérgica ).( 15 ).

En el periocdo comprendido entre 1930-1940 , consideran que la
dermatitis atdpica es de origen psicogénico.

En 1966 Kimishy y Teruko Ishizaka, en 1a Universidad de
Colorado en E.U.A. y Johansson en Suecia en 1967, descubrieron una
nueva inmunoglobulina, a.la que denominaron IgE. Johansson asacia
la presencia de grandes cantidades de IgE en la dermatitis
atopica.

Actualmente a esta enfermedad se ie cl;siFica dentro de la

hipersensibilidad tipo I ( segan Gell y Coombs ).



2. DEFINICION

La dermatitis atépica es una enfermedad de la piel, con
tendencia a la cronicidad, con remisiones y exacerbaciones, que se
c aracteriza por prurito intenso y lesiones papulaovesiculares,
eritemataosas v la presencia de placas escamosas liquenificadas. Su
topografia es variable dependiendo de la edad del
paciente. afccti principalmente a la poblacidn pedistrica, en
r @lacion mujer hombre J32. El 8%3%4 de los casos se manifiestan
antes de los 5 afos de edad. Su etiolaogia es multifactorial

interviniendo factores genéticos, inmunoldgicos, ambientales,

infecciosos y psicoldgicos.



3. FACTORES ASOCIADOS-

Actualmente se asocian varios factores que interviensn en la

wtiopatogenia de la enfermedaed.

31 GENETICOS .

Aproximadamente el 70% de los pacientes con dermatitis
atépica tisnen historia familiar de atépia ¢ '3, 12, 13, 42 ), lo
que sugiere una herencia autosdmica dominante. Se ha reportado 1la
presencia de antigenos del complejo principal de
histocompatibilidad en los que se detectan HLA- A%, HLA- AJ,
HLA~ Bl2 y HLA- BW40O ( 4, 48 ).

Del 70 al 80 % de los casos cursan con alergias respiratorias
( 8, 13, ‘23 ), como asma bronquial extrinseco y rinitis alérgica.

Un sstudio hecho por Kustner ¢ 26 ), en 188 pacientes con
dermatitis atdpica y sus familias,reporta una incidencia de 36% de
rinitis, 28X asma bronquial extrinseco y 1S% an ambas, también
demumstran que la dermatitis atdpica afecta mas fracuentemente a
sujeres que & hombres ( en relacidn 1.5 1 1)

Le incidencia respacto a Ffactores gendticos <familiares
demuestra qﬁo cuando ambos progenitores son atdpicos existe un
42% , cuando sdlo un progenitor es atdpico es del 29% y cuando
ninguno es atdpico es del 10X,



32 INMUNOLOGICOS
3.21 MECANISMOS DE DEFENSA INESPECIFICOS.

Cuando un microorganismo se pone en contacto con el sistema
inmune del hospedero se encuentra con células fagociticas,
derivadas de ceélulas primordialaes de la médula d¢sea, que tienan
la funcidon de englaobarios fagocitarlos y destruirlos. Para
dicho fin estan ubicadas en puntos donde se encontrard con el
agente agresor. ( 41 )

En el hombre se han desarrol ] ado dos sistemas de células
fagocitarias ( S6, 61 ). El sistema leucocito polimorfonuclear vy
el sistema monocito - macrdéfago, 1los dos tienen ciertas
ceracteristicas semsjantes. En su cardcter bioldgico laos
polimorfonucleares estan libres en la circulacion, siendo capaces
de reconocer particulas extradas por una gran variedad de
mecanismos. El sistema monocito - macrdfago desempefa un papel
importante en colaboracidn con @) sistema inmune, especialmente en
dreas de inmunoregulecidn y en la presentacisn del ant{geno ( &2 )

SISTEMA LEUCOCITO POLIMORFONUCLEAR.

Suelen designarse como polimorfonucleares ( PMN b Q
nautrofilos, representan aproximadamente el 90% de los
Qranulocitos circulantes, miden de 10 a 20 ¢ de dismetro. Se
producen en la medula 6swa, con una vida corta de 2 - 3 dias en

circulacion. Los neutrdfilos contienen dos tipos de granulos



azurofilas © primarics, éstos miden 1.3 um, won densos Yy
voluminosos, aparecen durante la maduracidn de los neutréfilos,

contisnen diversas enzimas como hidrolasas édcidas, proteasas,

mieloperoxidasas, lisczimas ( muraminidasas ), proteina catidnica
gréanulos especificos o secundarios miden 0.2um son menos danuas,
contienen limozima, lactoferrina y fosfatasa alcalina ¢ 45 ).
Los neutréfilos son los primeros en acumularse en la
inflamacién aguda ( 43 ) . En la sangre y espacios extravasculares
wjercen efectos antimicrobianos en conjunto con anticuerpos,
complemento y factor gquimiotdctico( 546 ), llevando a cabo asi su

principal funcidn " la fagocitosis ".



3211 QUIMIOTAXIS.

Los polimorfonucleares estén en circulacidn en torno a la red
vascular. El grado de movilizacidn de #stos depende de un sstimulo
quimiotéctico, pudiendo ser el productco de una bacteria ( peptidos
formil - mationina ) o también & consecuencia de necrosis de

tejido o de actividad del complemento con gensracidn de CSa, ( via

alterna del complemento ). Después de un pr infl torio
existe la liberacién de proteasas por act ivacién de
polimorfonucilesarses y macrdéfagos que dividen a C3a, ademds de C5S67,
algunas celulas liberan leucotrienos, factores quimiotécticos
potentes que atraen més lsucacitos PMN al sitio ¢ 17, 3& )

La estimulacidn de la membrana de los polimorfonucleares trae
como consecusncia una serie de cambias estructurales vy uﬁ
reacomodo de los receptores que facilitan las funcionss
celulares ( 19 ).

Despues de recibir un estimulo quimiotdctico, los
polimorfonucleares migran al compartimiento aextravascular,

expresando moléculas con las cu a les se adhieren al endotelio

vascular atravesando éste por un pr o inado di is,

que @ iniciado por la hiperpolarizacion de la wmembrana celular
debido a una acumulacién de Caz" intracelular, gquedando disponible
para el proceso de motilidad celular, ademss hay cambios en el

potencial de membrana donde el Na* y K’ se translocan,



permitiendo una mayor adherencia del agente extafo con la membrana
celular del PMN ( 19, &1 ). Este aumento de adherencia esté
asociado con un aumento de la expresién de adherencia molecular,
es decir la molécula CR3 ( Mac I ) v la molécula LFA (antigeno
de funcién leucocitaria )- 1, que son expresadas por los
nautréfilos ( 61 ).

A OPBONIZACION.

La funcidén de las opsoninas es de reaccionar con
microorganismos y volverlos mads susc eptibles para su ingastion
por los fagocitos, disminuyendo la hidrofobidad asi como l1a
repulsidn de carqgas entre @l microorganismo y =1 PMN.

La opsanizacidn se puede llevar a cabo de las siguientes
manerass

1. Opsonizacién con Ig6 1 @ IgG 3.

2. IgM o I1g6 reaccionando con los. microorganismos

12 actuando 3unto can 1a via cldsica dal
coap lesento .
3. A través de via alterna del complemento mediante 1la

fraccidn €3b ( opsonizacidn inespecifica ).



3212 FAGOCITOSIS.

En la membrana celular del fagocito 4 19 Yo Una
vez reaconocida la particula o agente infeccicso por e struc turas
condlom-ntlrtnn a énte, me inicia la fase de ingestidn par
sl sistema actina - miosina, en el que se extienden pseuddpodos
alrededor de la particula, después la membrana plasmética
ss empujada alrededor de la particula hasta gque es cerrada
complntnmontt- ( 44 ) Los pssuddpodos s - fusionan an el polo
distal para formar un fagosoma, los grénulos citoplasméticos
del neutrdfilo ¢ lisosama ) se fusionan con el fagosoma
( fagoliscsoma ) y vaclian su contenido dentro de é¢ste, que
contiens al agante agresor siendo wsometido a mecani s mos
microbicidas, atraves de azuropileno o contenido granular
primario ¢ 61 ), Cuando el microorganismo ha sido opsonizado por

el componente C3b Y anticuerpos la fagocitosis e ve

intencificada.

La Guqbcito-il es un fendmenc que depende de energia
requiriendo de mecanismos intracelulares que incluyen,
glucdlisis, aumento de la oxidacion de qlu:ail por via

hexcssmonofosfato y produccién de perdxido de hidrdgeno,
liamdndone a easte proceso estallido respiratorio ( 19, 42, 44, 45,
S 6, 61 ). Para ello primero debe de haber contacto entre las

particulas v la membrana del polimorfonucliear, después la

10



activacidn de las flavoenzimas asociadas a 1la membrana ( NADPH
oxidasa utilizada para  reducir el oxigeno molecular unido ES
u n tnico citocromo Cit-245 de la membrana plasmatica )
prodiciéndose anién superdxido, perddido de hidrégeno, oxigeno
y radicales oxidrilo, todos elleos potentes agentes microbicidas
¢ 19, 43 )

Estos mecanismos parecen estar alterados en pacientes con

dermatitis atopica ( 44, 52 ).

11



322 MECANISMOS ESPECIFICOS.
3221 INMUNIDAD HUMORAL

L.a respuesta inmune humoral en pacientes con dermatitis
atopica se encuentra alterada, principalmente en la produccidén de
anticuerpaos de la clase IgE.

Las anticuerpos IQE e IgG4 estin implicadas dirsctamente en
la mediacion de enfermedades alérgicas( hipersensibilidad de tipo
1 inmediata - anafiléctics, segun Gell y Coombs ), como asaa
bronquial extrinseco, rinitis alérgica, dermatitis atdpica vy
algunos cascs de urticaria y angioedéma.

- IgE

La IQE es una glicoproteina can cardcter de gamma
globulina, presenta un coeficiente de sedimentacidn de 88 y un
peso molecular de 188,000 D., contiene aproximadamante 12% de
cartohidratos. Est4 compuesta por dos cadenas ligearas ( kappa
Q lambda ) y dos pesadas épsilon ( £ ). La cadena & tiene peso
nolecular de 72,300 D,ag. bivalente, termolébil, no atraviesa
placenta ;, tiene la capacidad de fijarse a receptores especificos
presentes en mastocitos y bas dfilos ( células cebadas )3 su
concentracién en suero es en cantidades minimas de 0.1 - 0.4

microgramos / ml. Conastituyendo el 0.001% del total de

inmuncglaobulinas sérices. Se pr 1 diari 2.3 mcqQ / kg,

{ 10 ) su vida eedia ®n circulacién as de 2.3 dias, la IgE unida a

12




mastocitos de 8 a 12 semsanas.

Las cifras miés altas se gbservan entre laos diez y quince
afos.

Los niveles de IgE sérica en humanos estdn a menudo elevados
en enfermedades que se asocian con un defecto en la funcién de
células T. ( 55 ), en sujetos atdpicos y en sus Ffamiliares
también se encuentran concentraciones maderadas de IgE total en
suero. Los niveles de IgE se expresan en unidades internacionales

( una UI es igual a 2.4 nanogramos ).

IgE Ul 7 ml. EDAD.

0.5 Recien nacidos.
2.0 Seis semanas
6.6 Seis meses.
7.3 Doce meses.
9.5 Pos aRos.
S.5 Tres afos.

24.3 Cuatro afos.

120.0 Diez afflos en adelante.

tos niveles de IgE total dependen de factores genéticos vy

ambientales. Las concentraciones elevadas de esta insunoglobulina

e&n suera, p ser her d como una caracteristica recesiva
mendelians, y algunas veces se asocia con ciertos antigenos de
. hisi:ocoqutibilidad (55, 48 ). En caso de aercalergenos la

dosis para iniciar la produccidn de IgE s muy baja.
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Otros factores determinantes en la respussta de IgE incluye
permeabilidad de las mucosas de la piel, asi como la edad. sexo
y raza. EN la dermatitis atdpica existen concentraciones elevadas
de IGE total més de 2000 UI / ml ( entre el 80 =~ 904 de
los pacientes ). Cuando la dermatitis atdpica s® asocla con
snfermedades alérgicas respiratorias como asma bronquial
eaxtrinseco y rinitis alérgica, las concentraciones de la IgE total

0N MUCho mayores.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA IgE.

Las células cebadas estén directamente involucradas en la
respuesta inmediata. Estas comprenden & los basdfilos y mastocitos
presentes en tejido conjuntivo Yy mucosas de intestino medio,
pulmon, asi como en circulacidn y piel. Los mastocitos y basdfilos
presentan receptores de alta afinidad para la fraccien Fc de la
IQE ( kdi 10'"). En los pacientes atdpicos la mxposicidn repetida
frente a alergenos anemdéfilom, de alimentos o de medicamentos,
Qgensra la produccion de anticuerpos IgE que se unen a los
receptores antes mencionados. En la exposicidn antigénica
subsecusnte las moléculas de alergenos unen a dos IgQE adyacentes
¢ unidas a la mambrana celular de las células cebadas ), por Ia
fraccién Fab. Esto condute & una aumeanto en la permeabilidad an la
membrana de mastocitos permitiendo la liberacidn por exocitosis de

los gra&nulos intracitoplasméticos ricos en mediadores guimicos.

14



Estos mediadores presentan accién potente en diversaos
tejidos, los liberados de inmediato como histamina que tienen
efecto de vasodilatacidn y broncoconstriccién asi como el FGE-A,
FOPMNy PAF que inducen quimiotdxis de easindéfilos, neutréfilos vy
activacion de plaquetas, respectivasente. Las mediadores
sintetizados de novo como leucotrienos causan broncoconstriccidon y
quimiotdxis, asimismo las prostaglandinas y tromboxanos conllevan
a la contraccidon de sasculo liso bronquial, agregacidén plaquetaria
y vasodilatacién, ‘responsables de la fase tardia en la respuesta
alérgica.

Todas estas moléculas son las inductoras de los sintomas

clinicos de la hipersensibilidad tipo I.

— HIPERSENSIBILIDAD A AERDALERGENOS Y ALIMENTOS.

Los alergenos son antigenos hidrosolubles que producen
raspuestas alergénicas, sus pesos moleculares son sayores a 10,000
daltones, la mayagria son proteinas, g9licoproteinas o
polisacéridos. De acuerda a la via de exposicidén se clasifican en
inhalables, ingeribles, inyectables Y caontactantes. Las
propiedades fisico — quimicas de un alergenc contribuyen a la
respuesta insune mediada por de IgE ( 48 ).

Se ha demostrado que los pacientes con dermsatitis atdpica
producen anticuerpos IgE especificos contra ciertos alérgenos de

pdlemes, hongos, dcaros del polvo Casero, detritus de anisales, y

15



alimentos ( S2 ), e s tos alergencos pusden aumsntar las
manifestaciones cutdneas tipicas de esta enfermedad, produciendo
prurito y eritema que llevan al rascado y & las lesiones
eccematosas. ( 20 ).

La hipersensibilidad a alimentos ha sido amp 1 iamente
estudiada ( desde 1931 ) y se ha establecido que dessmpefa un
papel patdgeno en la dermatitis atdpica ¢ 8, 24 ), los antigenos
més comunes son t hueve, cacahuate, avena, pescade, leche, ¢rigo,
nuez, tamate y camarédn. Se han encontrado anticuerpos I9G4 contra
las protei{nas del huevo ( lactoalbumina y lactoglobulina ), sin
haber correlacidn con los niveles de IQE especifica ( 32, 37 ).

En un estudio hecho por Sampson con 20 alergenos en 113
pacientes con dermatitis atdpica, demostrd un 85% de respuesta en
piel, S2% con sintomas gQastrointestinales y un 33% con sintomas
respiratorios ( 51 ) frente al huevo, cacahuate, leche, trigo,
soya y pescado.

Esta plenamente demostrado que se producen niveles elevados
de IQE especifica y ultimamente anticuerpos de 1la clase IgG4
contra los alergenos de los dcaros Dermatophagoides
pteronyssinus y Dermatophagoides fartnae ( 2, 18 )., Harving en un
estudio llevado a cabo an 24 pacientes con dermatitis atdpica,
muestra una asociacidn entre la exposicicn a los dcaros
Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides farinas Yy

enfarmedad alérgice, comprobando que los dcaros del polvo casero

16



representan un factor etioldgico importante en estos pacientes

(18

= INMUNOGLOBUL INAS.

En el 70 - BOY% de los pacientes se encuentran cifras altas de
IgE, lo cual indica un proceso atépico. Las concentraciones de las
otras inmunoglobulinas ¢ IgG, IgA, IgM e IgD ) son normales en la
mayoria de los pacientes; sin embargo en un nimero
significativo existe una disminucidn transitoria de IgA ( 3, 13,
55), ésta disminucidén se observa principalmente en 1los seis
primeros meses de vida, ya que la alimentacidn con pecho
materno sirve camo suministro de IgA que actaa como
recubrimiento del tubo digestivo, al no  proparcionarse la leche
materna no hay suministro de IgA permitiendo que haya una mayor
permeabilidad para antigenos alimentarios, lo cual deja al
paciente en riesgo de sensibilizacién.

En algunos pacientes con dermatitis atdpica se han observado
concentraciones elevadas de IgG, esto puede deberse a que la Ig64
se relaciona en pacientes con dermatitis atdpica, 1los cuales
presentan sesceptibilidad a alergenos alimentarios ( 32, 37 )}, asi
como a los dcaros del polvo casaroc ( 2 ). También se ha demostrado

existencia de anticuerpos Ig6 contra la IgE producida ( 38 ).

17



3222 INMUNIDAD CELULAR.

LLa hipersensibilidad retardada ( tipo IV segan Gell vy
Coombs) relacionada con la inmunidad celular esta mediada por
linfocitas T, esto implica, primero en condiciones normales
reacciones de proteccidn especifica, segundo cuando esta alterada
estados de hipersensibilidad.

Las células T sensibilizadas por un antigeno liberan
linfacinas al estar en contacto subsecuente con el mismo ; éstas

inducen reacciones inflamatorias activando y atrayendo macrdfagos

( 45 1. La reaacidn mds conocida y tipica es la Mantoux. En ésta
la tuberculina es i nyectada por via intradérmica en un
individuo que previamente monté un estado de inmunidad

celular. La reaccidn se caracteriza por presentar induracidon vy
eritema mayor a 5§ mm. en un lapso de 48 horas. La presencia del
antigeno tiende a favorecer el desarrollo de la respuesta mediada
por células T, caracterizada por un infiltrado de células
mononuc leares seqguido de edema.

En los pacientes con dermatitis atdpica se pueden presentar
dermatitis de contacto, lo cual implica la participacidn de
la hipersensibilidad.de tipo IV ( 9, 17, 48 ).

Se ha reportado que existe un patrén de inmunidad celular
alterada en los pacientes con dermatitis atépica ¢ 41, 53 ),el que

se pone de manifiesto al presentar anérgia cutdnea a diferentes

18



antigenos como PPD, varidasa, tricofitine, candidina y toxosde
tetdnico,( 35, 56 ). Debido a esto hay una mayor susceptibilidad
a las infecciones ¢( 4, 12, 27, 30, 40 ).

Por andlisis de las subpoblaciones de linfocitos T, se ha
demostrado que en los pacientes con dermatitie atopica hay una
disminucidn en la subpoblacién CDB8 ( celulas T con accidn
supresora ) ( 28, S4 ), lo cual explica una regulacidn anormal en

la produccion de IgE ¢ 54, 34 ).
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4. INFECCIONES ASOCIADAS.

Le2 infeccionws secundarias en 1e dermatitis atopica e
aspcian con una disminwcidn en la actividad de 1a inmunidad
celulart S¢ 27 ) lo cual implica un decremento on ia
quimiotaris de polimorfonucleares y una alteracidn en el sistema
fagocitario ( 5. 12, 43 ). Asociado a una baja en el umbral al
prurito gue conduce al intensc rascado destruyenda _1a barrera
protectora de la piel. Estaa infecciones ‘incluyen & bacterias

virus y hangos ( &0Q).

INFECCIONES BACTERIANAS.

ta complicacidén més coman suele eer producida por
Staphylococcus aureus que coloniza la piel, causando impetigo vy
foliculitis ( 3, 15 ) en los nifos frecuentemente se o bserva en
las zonas flexoras, en adolescentes se presenta como pustulas
pruriginosas en las extremidades ( 58 ). La colonizacidén crdnica
@stafilocdccica en ¢6tos pacientes a8 un factor etioldgico
importante asociado a la dermat i tis atdpical( 15, 36 ).
Ocasionalmente se puede presentar infeccidn por Streptococcus

pyogenes

INFECCIONES VIRICAS.

Las lesiones en forma de vesiculas y pustulas en 4reas de la



piel predominantes en lugares donde hubo eccema previo, puede ser
debido a una infeccién por herpes simple ( conocida como
arupcidn Vari:lllfcrmc de Kapasi ). Ademds de eccema vacunal,
por virus de vaccina. Se puede presentar molusco contagioso,
el cual consiste en pdpulas umbilicadas definidas afectando zonas

de dermatitis activa.

INFECCIONES MICOTICAS.

Pueden haber infecciones por hangos levaduriformss y
filamentosos comp Candida sp., Pityrosporum ovale y Trichophyton
rubrun, en partes himedas o secas de piel, de pliegues <cutdneos y
pies. Se ha indicado la participacién frecugnte de Pityrosporum
ovale an cara, piel cabelluda y cuello de los pacientes con
dermatitis atdpica. El prurito causado y el rascado subsecuente
transfiere a Pityrosporun ovate hacia las lesiones existentes . La
digestion por enzimas sobre la pared celular libera alergenos que
s encuentran dentro de la levadura, que pueden inducir la
produccion de IQE sspecifica. (22)

Los dermatofitos suelen causar lesiones a nivel interdigital

en los pies.( 7 ).
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II. VALORACION INMUNOLOGICA.
1 MECANISMOS DE DEFENSA INESPECIFICOS.

QUIMIOTAXIS

La migracién de los fagocitos en respuesta a un estimulo
quimiotictico,generalmente se estudia mediante la camara de Boyden
que consta de dos compartimentos separados por una meambrana con
poras, los leucocitos pnlimorfonug:leares migran por difusién pasiva
al otro lado de la cdmara, 1 movimientode las célul as es
estimulado al afadir factor quimiotdctico coma CS5 o tetrapeptido
t — met ~ leu — phe. En éste trabajo se utilizdg una técnica
mn.dificada de la camara de Bayden. ( 39 ).

Este método estd basado en la migracidén de las células a
través de un gel de agarasa, permitiendo la wmedicidn de la
quimiotdxis y de la migracidén espontanea, utilizando una cantidad
minima de ceélulas para la prueba, si-ndq rdpida, simple vy

reproducible.

FAGOCITO8IS.

La ingestion de particulas ( previ e opsonizad )} se

realiza incubandolas con pallmurfundcl--rn, después se determina
_-1 namero de pgrticuhs ingeridas o indice fagocitario :
indice fagocitario m&m cop particylas inuestadas X 100
No. total de células
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El sstallido respiratorio se cuantifice con la gensracidn de
superdxido y perdéxido de hidrdgeno por quimioluminiscencia,
reduccidon de citocromo C o por reduccidn de azul de tetrazolio
¢ NBT ).( 14, 61 ). En este trabajo se utilizd una solucidn de NBT
en estado oxidado ( color amarillo ) reduciendose a azul de
formazan. Los polimorfonucleares se incubaron con parti{culas vy
NBT, siendo ingeridos, después del estallido oxidativo se reduce
@l NBT. Las cdlulas fagociticas activas presentan citoplasma

de color azul.
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2. INMUNIDAD HUMORAL..

IN VITRO.

DETERMINACION DE Ige TOTAL.

Existe una gran cantidad de metodos para medir la IQE total
en suero. Las tecnicas como inmunodifusién y anticuerpos anti-IgE&
marcados, han sido suplidas por radioinmunoandlisis ( RIA
utilizando isdtopos radiactivos como marcadores de antigeno o
anticuerpo ).Y mds recientemente par inmuncensayc anzimdtico con
enzimes ligadas a un inmunoabsorbente inerte ( ELISA ).

Los inmunoensayos son utilizados por que son especificos,
sensibles y no exponen a radiaciones. Las enzimas ut i lizadas son
peroxidasa o fosfatasa.

En estas técnicas las enzimas son conjugadas o unidas
a antigenos o anticuerpos covalentemente, sin que @l conjugado
resultante pierda su actividad enzimdtica.

Estas técnicas se dividen en dos variantes 1@

a) Sistema homogéneo

b) Sistema heterogeneo.

a) Sistema homogénmo, el EMIT ( Enzyme Multipled Immuno Assay
Technique), se basa en 1la inhibicién de la activacidn de
enzimas por interaccidn con anticuerpos, utilizando enzimas de

bajo peso molecular. Este ensayo es Gtil para el andlisis de
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niveles terapéuticos de medicamentos o deteccidn de drogas,
requiriendo volumenes minimos de muestra ( microlitros ).

b) Sistema heterogéneo: en 1971 Engvall vy Parlman,
describierdn el radioimmuno- sorbent Ass;y ¢ RIA ). En este las
moléculas radiactivas actaan con anticuerpos inmovilizados, sobre
un soporte de celulosa o sephadex llevdndose a cabo una reaccidn
Ag—- Ac, por lavados subsecuentes se eliminan los anticuerpos o
antigenos gque no intervinieron en la reaccidn. Como se requiere un
medio fisico para la elimipacidén de la unidad, se le clasifica
dentro del sistema heterogéneo ( 48 ). E1 andlisis conjugando a
los antigenos con enzimas, en lugar de radioisdtopos, se le
denomina ELISA ( Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay ). Este
método @s especifico y sensible, detecta hasta nanpogramos.

En el ELISA, las enzimas deben ser 1 qe alta pureza, tener
actividad especifica, estabilidad y estar ausentes en los fluidas
biclégicos en estudio ( 19 ).

Las variantes de la técnica inmunocenzimdtica son @

a) Método de emparedado.

b) Meétodo competitivo.

c) Meétodo indirecto.

&) En el metodo de emparedado ®1 Ac especifico weté unido
covalentemente a una fase 5611da'. al ponerse en contacto con la
muestra problema que contiene el A a determinar, ocurre la

reaccidon Ag — Ac, por lavados subsecusntes se elimina sl exceso
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de Ag. En una segunda etapa , es agregado un segundo AC especifico
marcado con una enzima { conjugado enzimdtico ), después de
1ncubar y lavar para eliminar el exceso de conjugado., se afade el
sustrato dé la enzima que da un complejo colorido, Ffinalmente se
mide por espectrofotometria. La actividad enzimdtica es
proporcional a la concentracidn de Ag presente en la muestra. ‘

b) En el meétodo competitive, el Ac esta unido a la fase
sdlida. El conjugado enzimatico estd compuesto de Ag y enzima
unidos covalentemente . Se ponen a reaccionar cantidades fijas del
conjugado vy cantidades variables de Ag libre, el Ag libre
1nhibe la union del conjugado, haciendo que la actividad de 1la
enzima unida a la fase sélida sea menor cuanto mayor sea la
concentracion del Ag libre en el medioc de reaccidn.

c) El metodo indirecto para la cuantificacion de IgE total es
el utilizado en este trabajo. E1l Ag se encuentra unido a wna fase
solida al ponerse en contacto con el sueroc del paciente gue
contiene laos anticuerpos, ocurré la reaccidn Ag - Ac. Después de
incubar y lavar para eliminar el Ac que no reacciond, se agrega el
conjugado ( antigamaglobulina humana marcado con una enzima ). &n
una segunda etapa después de incubacidén y lavado para eliminar el
enceso de conjugado se adiciona el sustrato de la enzima. La

intensidad del complejo colorido se mide por espectrofotometria.
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DETERMINACION DE 1gE ESPECIFICA.

En 1967 un radioinmuncandlisis en fase sdlida RAST
{ radicallergosorbent test ).fue utilizado para la medicidn de IgE
antigeno especifico. Este mé&todo indirecto inmunoenzimdtico Fué
modificada por Kallestad diagnostics, llamandolo EAST , wutiliza
enzima en lugar de material radiactivo . Los resultados obtenidos
son relacionados con estdndares de referencia [4 S, 2 ),

obteniendo resultados en clases ( Allercoat EAST classes 0-4 )

Valores Valares
Menores que Mayores que Clases Niveles de IgE esp.
Est. A o Indetectable

Est A. Est. B 1/0 Muy bajo

Est. B Est. C 1 Baio

Est. C . Est. D 2 Moderado

Est. D Est. E 3 Alto

Est. E 4 Muy alto.

Este método es confiable y repraoducible para la deteccidn de
anticuerpos IgE especificos in vitro a una gran variedad de
antigenos ( 19 ).

En pacientes con dermatitis atdpica se ha observado que el
RAST positivo a alergenos alimentarios d isminuye con la edad,

mientras que se ve aumentado frente a aeroalergenos ( 46 ).
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IN VIVO

La valoracidén de los anticuerpos IGE especificos in vilvo
contra alergenos polinicos, fungicos, de scarcs y de alimentos, se
realiza mediante pruebas cutdneas de tipo inmediato ( 47 ).

Existen 4 métodos diferentes de aplicacidén s

&, Uncion,

b. Escarificacidn.

c. Pinchazo.

d. Intradermorreaccidn.

En este trabajo se utilize la escarificacidén, la que se
lleva a cabo sobre 1la espalda del paciente con sospecha
de enfermedad aleérgica, limpiandos la zona de aplicacidén con
torundas de algoddn con alcohol al 70%, después se escarifica la
piel un centimetro de largo,con la punta de una aguia estéril. En
cada zona sucarificada se aplica 0.05 ml. del extracto
alergénico glicerinado 1120 v / vo extendiendo la gota con un
aplicador de madera. La lectura se toma de los 15 - 20 minutos.

Para controlar la reactividad cuté&naa se aplica 0.05 ml. de

cada uno de low siguientes reactivoss
Control positivor fosfato de histamina 121000 v/v.

glicerinada, la que deberd dar una roncha

mayor o iQual de 10 mm. de diametro.
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Control negativot Solucidn amortiguadora de fosfatos ( pH =
10 ), gQlicerinada. La que no deberéd
presentar ninguna reaccidn cutanea.

Dentro del control de calidad en estas pruebas debe evitarse:

a) Falsmos - negativos: debido a mala orientacidn clinica,
edad de los pacientes menores de 2 y mayores de &0 afos,
administracién de antihistaminicos, s=seleccién erronea de los
alergenos y pérdida de la potencia antigénica de los mismos.

b) Falsos - positivos 1 por dermografismo, piel
hipersensibles, aplicacidn incorrecta de los alergencs y
valoracion errénea de eritemas minimos.

Ocasicnalmente se presenta después de & horas de aplicados
l1os alergencs una reaccidn local semirretardada, que junto can la
de tipo inmediato se conoce como reacciones duales.

Interpretacidén de pruebas cutdneas.

GRADD RONCHA ERITEMA ( didmetro en mm )
[} NEGATIVO <5
+ /- 5 S - 10
1+ 5 ~ 10 11 -~ 20
2+ 5 ~ 10 21 - 30
3+ 10 ~ 15 31 - 40
SO " 5 > 40
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3. INMUNIDAD CELULAR

IN VIVO

La identificacidon de las subp oblaciones de linfocitos T se
pusden realizar mediante el uso de anticusrpos monoclanales,
utilizando OKT4 que identifican linfocitos CD 4 ( linfocitos con
funcidén cooperadora ) , OKTS que reaccionan con los linfocitos CD
8 ( linfocitos con funcidn supresora ) y OKT3 comin para las dos
subpoblaciones. Este trabajo se realizd por la teécnica de
inmunofluorescencia indirecta IFI, que consta de la incubacidén de
linfocitos humanos, con una alicuota de anticusrpos monoclonales
dirigidos a €CD3, CD4, CDB especificamente. Mediante una adicidn
subsecuente de antigammaglobulina humana conjugada con
isotiocianato de fluoresceina, se observa la fluorescencia -wltida
en un microscopio de epifluorescencia.

IN V1IVO.

La determinacidn de la respuesta inmune celular de tipo
tardia se lleva a cabo mediante pruebas cuténeas, aplicando 0.1 ml.
de antigeno metabdlico por via intradérmica en el brazo o
antebrazo de los pacientes. La lectura se realiza a los 15 minutos,
24 y 48 horas. Una prueba positiva consiste en la presencia de
induracidn y eritema mayor de S mm. & las 48 horas. Debido a la
presencia del antigeno se encuentran los linfocitos T
_ previamente sensibilizados an las regiones perivasculares, aste

infiltrado se propaga hacia afuera desintegrando las haces de
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colageno de la dermis, aumentando las células CD 4 y disminuyendo

las CD8 en relacidn 2:1. ( 45 ).

ANTIGENDS EMPLEADOS.
PPD S u.T.
Varidasa
Candidina
Pitirosporina

Tricofitina

Interpretacion de las pruebas cutdneas en

tn wivo.
GRADO
Negativa
+
+ +
+ + 4+
+ + o+
(4}

Criterios para repoartar:

PRUEBAS POSITIVAS

4 -5
3 -4
2 -3
1 -2
0 -1
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CONCENTRACION VOLUMEN. ( m1 )
0.25
25 U.l. 0.1
1:100 p/v. 0.1
1 X 106 Hos/ml. 0.1
13100 p/v. .1
inmunidad celular

INDURACION © mm.

o -4
S

& ~ 10

11 -~ 15

> de 15

7% INMUNOCOMPETENCIA.
100
80
S0
S0

Anergia



I1I. VALORACION MICROBIOLOGICA.
1. BACTERIOLOGICA.

Las lesiones enrojecidas con sucresién cerosa de la piel, «n
los pacientes con dermatitis atdpica pueden ser signos  de
infeccion, a las cuales se les deben de practicar cultivos a fin
de establecer el agente causal ( 25 ).

Este trabajo se enfoca en investigar la presencia de
Staphylococcus aureus o Streptococcus pyogenes, asi como otras
bacterias.

Para este fin primero se tomé una muestra de la secraesidn de
las lesiones por medio de hisopos estériles,después se realizd una
tincidn de Gram para observar el aumento de flora, y por dltimo se
sembré en los medios gelosa sangre, S - 110, agar de Mac Conkey, se
incubd de 18 - 24 hrs. @& 37 °C. Cuando hubo crecimiento de
microorganismos en las cajas se realizd una tincidn de Gram, v se
leas tipifics por métodos bioquimicos.

2. MICOLOGICA.

Las lasiones escamosas O maceradas de los pacientes can
dermatitis atdpica pusden encontrarse infectadas por hongos. El
diagndstico de estos se realiza mediante examenes directos,
tinciones y cultivos.

La toma de muestra de estas lesionss se hace por raspado con

dos portacbjetos, la muestra obtenida se divide sn dos partes, una
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se usa para exdmenes directos, la muestra es tratada con KOH atl
20% y ligeramente calentada precionando el cubreobjetos, para
eliminar el KOH excedents, se observa con los abjetivos 10X y 40X.
Cuando se saspecha la participacidn de Pityrosporum sp, se toma la
muestra de las lesiones grasasas se extienden en portacbjetas vy
son fijadas con dcido acético, posteriormente se tife con
eosina-azul de metileno durante 3 minutos, posteriormente se
observa con ocbjetivos 10X y 40X. La otra parte que se abtuvo
se inocula en los medios de Sabouraud agar, Micosel agar, Riggy vy
Micosel+ 15% de aceite de oliva en condicicnes estériles; se
incuba 8 dias a temperatura ambiente.

Después de haber incubado se hace el estudio micoldgico de
los cultivos.

a) MICROMORFOLOGIA.

Se toma una muestra de la colonia con un pedazo de cinta
adhesiva pegada a la punta de un asa micaldgica, se monta sobre un
pourtacbjetos que contiene previamente una gota de azul de
lactofenol, se reviza a 10X y 40X.

b) MACROMORFOLOGIA.

ANVERSO. Formacidn de micelio filamentoso, algodonoso,

aterciopelado, seca, rugﬁsa, levaduriforme,
limitada o ilimitada.

REVERSQO. Formacion de pigm:ntos.
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Tipificacion bioguimica de levaduras. v
Esta se realiza mediante el Simtema auxonogrémico

" Api-Yasst=-20" que tipifica 42 especies de importancia médica.
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1V PROTOCOLO.

~ SELECCION DE PACIENTE.

Se estudiaran 30 pacientes escogidow al azar con diasgndstico
de dermatitis atépica, pura o asociada con rinitis alérgica y/o
asma bronguial extrinseco, que acudan por primera vez al
Servicio de Alergia @ Inmunologia Clinica del Hospital Regional
Lic. Adolfo Lopez Mateos ISSSTE México D.F. Con edades
comprendidas entre 2 vy 3i aRos, de cualquier saxo, raza vy
acupaciadn.

Se incluird un grupo control de 15 {individuos clinicamente

wanos entre con edades comprendidas entre 5 y 31 aios.

ad> CRITERIOS DE INCLUSION.

- Que clinicamente presenten dermatitis atdpica.

- Consentimiento anticipado del paciente o tutor del
mismo.

b) CRITERIOS DE EXCLUSION.

-~ Pacientes menores de 2 afos o mayores de 31,

- Pacientes que presenten lesiones de diagndstico dudoso.

-  Pacientes que astén an tratamiento con
antihistaminicos, asteroides, antimicéticos y/0
antibacterianos tdpicos y sistemicos.

~ Pacientes femeninos embarazadas.
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c) CRITERIOS DE ELIMINACION.
Pacientes que no cooperan en el estudio de la siguiente
manerazs
~ Que no firmen carta de consentimiento.
~ Gue no cumplan con las citas para la lectura de

inmunidad celular in vivo.
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RESULTADOS

De los 30 pacientes valorados se obtuvieron los siguientes

resultadoss
SEXO GRUPO PROBLEMA CONTROL.
Feamenino 15 9
Masculino 15 &

30 15,

Edad de la poblacidén en estudio.

Minima 2
Mésima 31
Promedio 10.16

I. VALORACION INMUNOLOGLCA.
1. HUMORAL
a. INVIVO.
Pruebas cutdneas de tipo inmediato (.TABLA I.)
b. IN VITRO
i) General ( TABLA II )
ii) IQE especifica ( TABLA III ).
2. CELULAR.
a. INVIVO

Prusbas cutaneas de tipo tardio ( TABLA IV f.
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b. IN VITRO.
Subpoblaciones de linfocitos T ¢ TABLA V ).
. INMUNIDAD INESPECIFICA ¢ TABLA VI ).

IX. VALORACION MICROBIOLOGICA.
Los resultados de la valoracidn micoldégica fueron
negativos en todos los pacientes.

Los resultados de la valoracidn bacteriana se sprecian en la

rabla VII.

Con respecto al grupo control todos presentan IgE total
menor de 100 UI/ml, asi{ como pruebas cutdneas e IQE aespecifica
contra aercalergenas y alimento negativas. Fagocitosis mayor del

70% y una quimiotdxis dentro de los valores normales.
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TABLA I. VALORACION

HUMORAL IN VIVO.

PACIENTESI] [ SERALIMGENE ., [ ALI [
1 D.Far., b.pter. )
3 P.Coofh fun. 0,0l at, D.pter.
3 lcab. Cduet. Dopter. Leche e vaca.
4 P.jur. R.nig. mﬂ-'-'-fe nﬂt:’.m' Caseina
] Irige
3 H.hal., pefro. Checolate, cacaluate. :
7 D.far., Loval., Fo D.pter. Chegolate. Casoina '{
PR i ——— | olifler. !
] Camaron,caseina,calabscita.
10 - Caseina, trigo. — |
1 RO fA !
12 — Huevo. Caseina ’!
13 D.pter. E
14 A fun, P.cis., D.yter. Chocolate, queso. :
15 ipar. :
16 W.aneus . Chocolate. ;
17 e
13 D.pter. Frijol. checelate.
19 htar., D.pter.
20 P.dur. A fun. h.eliat.  C.albitans. Caseina, botvo, Checalate I|
a lwmare, et Hrihes Sintiny,camnen, i
22 B.pter. Caseina, oalabacita. Leche
23 W.amn.,B.900..C.dact,
24 Nolud. . A.bract. Chacolate
23 D.ger., D.pter. Caseina,
2 [EARuGl . Daner. Fripl, teig,
@ btar., Drter. i
2 Trijet. —
23 Dfar. —
30 (npter, S.tar. iache de vace, ealabacita. -




TABLA 11

VALORACION INMUNOLOSGICA.

v IgET IaG IgA Igh
racionee) SO | ED Ui/ml mgrdl mgrdl mgrsdl
1 " z 3,724.00 1,74 56 154
2 [l 2 .42 1,64 1 7
3 ¥ 2 31,00 990 250 53.2
4 ) 2 93.00 714 3t 127
5 O] [ 351,19 1,435 346 106
G ¥ 4 325,00 1,48 239 “
7 [ 4 3,212.0 1,420 29 75
1 s ] 1 131.08 1,456 21 227
Il ] 5 4,9067.21 997 7 u1
T [ 6 1,394.09 1,320 237 198
m ¥ 7 2,146.81 1,391 193 69
12 ¥ 7 4,495.17 1,062 138 14
13 [ 7 3,353.8 1,247 258 146
1¢ " [ 1,496.27 1,01 52 66
15 ¥ 19 3,185.17 2,183 72 36
16 " 11 4.4%.90 1,124 171 118
17 ¥ 1t 2,34.00 1,517 129 129
18 ¥ 12 3,075.2 2,761 285 226
1] ¥ 13 4,327.5 2,163 72 36
20 0 13 4,4%.31 1,427 67 129
21 ] 13 6,931.00 1,227 195 86
22 ¥ 1 1.297.90 1,419 293 221
2 F 14 4,495.17 1,224 299 122
24 F 1" 745.00 1,645 315 165
25 ¥ 15 261,71 1,163 104 175
% ¥ 16 0,122.90 1,325 233 170
27 " 17 107,09 1,443 300 126
28 [ I 4,357 1,000 72 71.6
29 ¥ 20 19,376.00 1,149 230 198
[ ¥ 31 237,99 1,497 o5 129
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TABLA 111,

UALORACION HUMORAL IN VITRO.

ASE 2 !!!!! g CLASE 4 CLASE 2 CLASE 4
Roret, b, [ . D.far, Jde v, [3
1 n.{:.'.(,.va ? D“gg far lc'en;exo:'"" cannren “:‘ ‘! haevo
S.pest..C.dact, 9. ten, o de v, L
PR 5 el i bodev
; bopter, Dofar, ¢ de b Cacah .
TN b 3
b i
S.pesT. A, ten, ntans, de og Code v, i
R RN NN o RN Casetna £1% he.trigo i
. Coherb, D.pter, e |Cude A, i
2 caseina E
R.ten, Jfar, Ll de b, |
? r...ﬁ'r'. .r::r- (-Lug. I
L.dest, .ger, o [¢aseina,c-LAB. 1
i 2T T .
ret, {oher. . \on..L dest. Ll de h, Bacalao,atun |
9 L.vul.. wqur,” Blge pter. trige. |
" D.far, Lopter &ngog:trun. k
voff.S.pest.s herb, Jfar, Atun,
i1 'tﬂ'b.a{:‘ . dagt Gberd .33.-. c:‘;:xna.
gure, Cherh,  Aoret,, Codact. Pofar, Irigo.¢. de ¢, Bacalao i
@ [hloren fonofdeen Dbt MR85 © ¥
0,15.peeCud, CoalboPogur,  Dopters G de c. 11, de b i
w (Epekinhd Dibban e GO Suthd !
Sepest. .far, «-LAB. , 4-L60. )
1d «Per. JPter. i
s.quz..u.un. b.far, D.pter. L. de v, .25, <-LrB Huevo, I
15 L.val. it
€oalb. Pogur, 8 ten, L. dest. D.far «<-LAB, , A-L68, Camaron, —
16 nor..B.ﬂr. Atun. Ll
D, far, ¢ [
1?7 g.v"u - Dopter, b Atu, caseind, !
off, bofar, bopters <. de h, .
“ {g“‘ dfar . prer ;_u; h Caserna, —_—
19 b.far. Shg:nac' l‘i
L.off, Jpter, ¢ v,
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TABLA IV
INMUNIDAD CELULAR IN UIUG .

mcemtes] RIS caoioina _§ prminoseosine TRICOFITING
1 W W 3 L W
2 [} ] [} [] [
1 3X3/5:3 ] [} ] []
4 [} ] §15/545 mw ] []
s [} 3 ] [] []
. [} ] ] [] []
7 [ ] [] [] []
0 [} W ] [ []
D ] N ] [] [
10 [} [ [] ] [
m [ ] 3 ] W
[0 [] [ ] [] []
1 [} ] ] [] ]
10 [] [] ] [] W
13 [} W ] ] []
1 [] ] ) [ [
17 ] ] W [ [
18 [} W ] ] ]
19 [} 23023202 ] 6X6/6x6 W
» [} ] ] [] W
n ] [) [] [ []
u [} [] ] [] []
[N [] ] W [) []
n ¥ [) [] [ []
) ] [] [] [ [
» [] ] ] [ [
N | 1adiidiem [] 7MO7K0 w [ [
) [T [] [] ] []
[ [} [] [] [ []
| » [] [] [} N [
o = SECATIVO.



INMUNIDAD CELULAR IN VITRO

TABLA V

MCIENTE €03 % (Lo B4 o % ven
1 66 44 2% 1,76
2 79 58 25 2.32
3 5 45 é7 8
4 70 58 a8 2.97
3 40 56 12 4,66
6 79 63 22 2.52
? 32 52 i 2,08
] il 66 a3 2.§7
9 79 45 24 1,88
10 5¢ 46 23 2,80
11 36 30 24 1,35
12 68 54 15 3.68
13 63 45 24 1.88
14 £8 44 26 1.92
15 56 (1] 24 2.50
16 60 £0 19 3.6
17 62 42 22 1,94
10 68 48 21 1.91
19 54 §2 18 2.88
20 68 56 16 3,58
21 32 42 45 . .80
22 8 38 23 1,65
23 54 12 1? 8,70
24 4 66 26 2,%4
35 64 44 39 1,47
16 58 30 - 26 1.45
n 54 °2 28 1,56
8 56 38 ~ 22 4,36
2] 70 43 ‘18 4.3
» (1] 1} ) 1.%

VALORES NOAMALES: ¢D3 43-98x

o4 30-57%

(41 26,6=36.6x
aschd 1.2-2.0
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TABLA V

INMUNIDAD INESPECIFICA

I

Fagociosts x|

I eacienses QUINIOTAXES cme i
i 1 @ 9.87 y
i 2 49 1.57
i 3 « 1.40
i 4 52 1.29
i 5 35 2.57
i 5 “ 1.66
; 7 4 1.66
h 3 56 1.4
i 9 26 .35
e 53 1.67
i il 39 2.60
i 12 20 9.51 |
! 13 3 9.62 i
i i 57 9.62 |
. 15 35 9.6 i
k [ 18 9.64 i
17 53 1.86 i
18 49 1.25
19 ) 53 9.95
20 37 2.64
21 3L 9.47
22 23 9.39
23 58 1.7
24 a2 0.6
25 a2 1,49
2% “ 1,35
2 oL 1.3%
7] 36 172
2 36 0.47
38 ] 0.59

FAGOCITOSIS MORML  H7@x.
QUINIOTAXIS MORMAL  8.66 - 1.6 cn.
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TABLA V11

VALORACION MICROBIOLOGICA

i

PACIENTES BHCTERIRS, i

[ = S.aurens,

2 T S.aureus.

3 S.aureus. ]

4 S.epidermidis

5 S.aureus, S.epidermidis !
D S.epidermidis. i

7 S.aureus. S, epidermidis.

8 - S.aureus.  S.epidermidis.

9 S.aureus. 5. epidermidis

1] S.epidmidis.

1 S.epidermidi .

12 S.aureus. S.epiderwidis, S.5-hem. i
| 1 S.aureus.  S.epidernidis. i
T S.aureus.  5.epidermidis. b

15 S.epidernidis

16 S.aureus. S.epiderwidis. S.5-hen.

17 S.aureus.  S.epidermidis.
T S.aureus.  S.epiderwidis.
I T s ai

28 B S.aureus. . S.epidermidis.
i 21 i S.aureus. S.epidermidis.
LD S.aureus.  §.epidermidis.

2 S.aureus. S.epidermidis.

24 S.aureus, S.epiderwidis.

a3 S.aurens. S.epiderwidis. )

.2 S.aurens, S.epiderwmi

2 3.epidermidi T

[ S.aureus,  S.epidermidis.
2 S.ureus,  S.eriderwidis.
W S.aureus, S. epiderwidis.
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ANALISIS DE RESULTADOS.

Se estudiaron 30 pacientes con dermatitis atépica valorada
clinicamente de acuerdo a la clasificacién de Hanifin.

La valoracidn de las mecanismos de defensa inespecificas
muestra en los 30 pacientes una disminucion marcada en la
fagocitosis( menor del 70% ), con una media del 43.3%. En la
qQuimiotéxis 14 de los pacientes presenta disminucién.

ia inmupidad humoral se encontrd aumentada para la IgE total
an un 93.3% de los pacientes, con una media de 2, 933.79 UI/ml.
Al aumentar la edad del paciente con dermatitis atdpica se observa

un  aumento en la concentracidén de IgE total ( grafica no. 1 )3

No. PACIENTES EDAD IgE UI/ml
( affos ) { madia ).

15 2 - 10 1,805.41

13 11 —- 17 3,495.00

2 18 - 31 9y 306.50

Los valores de IgG se ancuentran ligerasente aumsntados an
un 13.3%, normales para IgM y marcadamente disminuidos para IgA
en un 29% de los pacientes.

La IgE en piel fue positiva en 14 paciente ( 46%Z ) para
pélenes siendo los més frecuentes Nelianthus annuus ( giresol ) y
Cynodon dactylon ( pata de gallo ), 8 pacientes (26.6% ) a
hongos, 21 ( 70% ) a &caros del polvo casero ¥y 9 (30%) a otros
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inhalables. Es importante destacar que la mayor respuesta se
presenta para @l &caro Dermatophagoides pteronyssinus en un 60%
y 36.6% Dermatophagoides farinae,seguido de las pélenes,
consideramos que esto es debido a la exposicidn repetida de estos
dcaros que se encuentran dentro del domicilic del paciente. La
respuesta cutinea frente a alimentos fue positiva en un 73.3%
de los pacientes , en 1los que destacan como alergenos
principales caseina, chocolate, leche, trigo, camardn, huevo vy
cacahuate ( grdfica no.Z ).

La IgE especifica sérira se encontro elevada, de clase 2 a
4 para todos los alergenos provados en 26 pacientes ( 86.7%4 )
para polenes, 8 para hongos ( 26.86% ) y 22 pacientes a los
acaros( 18 para Dermatophagoides pteronysstnus, con un 6&6&%Z con
clase 41 11 para Dermatophagoides farinae con 45.5% de clase 4)
¢ grafica no. 3 ).

La presancia de IgE especifica en la piel y en suero se
explica debidec a 1los niveles elevados de IgE total sérica
presentes en 28 pacientes.

Con respecto a la carrelacién entre la prusba cutdinea e IgE
especifica corresponde 41% para Dermatophagoides pteronyssinus y
294 par a Dermatophagoides farinae. En los hongos y p6lenes la
correlacién es baja. En los alimentos se presenta cérrellcidn de
20% para huevo, caseina Y cachuate; considerando estos

resultados de importancia en la patogenesis de la dermatitis
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atdpica ( grafica no.4 ).

La inmunidad celular in wvivo en estos pacientes esta
disminuida: 25 pacientes ( 83.3%Z ) presentaron anergia total, 3
tuvieron menos del 25% de inmunocompetencia vy 2 mds de SO0%
( grafica no. 5 ).

La inmunidad celular tn vitro se manifesté disminuida, 1la
correlaciéon CDA/CDB fue mayor en mds del S0%Z de los pacientes,
debido a una disminucidn del 70% en los valores de CD8.

Los 30 pacientes presentaron lesiones liquenificadas con
placas exhudativas, de éstas el agente patdqgeno que se aislé con
mas frecuencia fue el Staphylococcus aureus, en 21 pacientes
{ 70% ). El Streptococcus 32— hemolitico estuvo asociado en 2
casos. Sin embargo,en 29 (96.6% ) se encont r o Staphylococcus
epidermtdis, que fué considerado como flora normal. Es de suma
importancia el comportamiento de los mecanismos de defensa
inespecificos y celulares con respaecto a la participacidén del
Staphylococcus aureus como agente asociado a la DA, a este
respecto, los 21 casos con Staphylococcus aureus presentaron
disminucidén moderada en la fagocitosis/ €D8, y s6lo 12 tuvieron
quimiotdxis baja.

Por otra parte las infecciones micdticas no se presentaron
en ningun caso, a pesar de que existid anergia cutdnea total en
el 83.3%, aunque los valores de la subpoblacién C€CDA estuvieron

dentro de los limites normales en 26 pacientes ( 86.6% ).
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CORRELACION IgE TOTAL
Y EDAD DE PACIENTES
CON DERMATITIS ATOPICA
. Ul/m) (*1000)
[ Ju— e
4 /
3
2 &
1
0 T T T
DE 2 A 10 DE 11 A 17 DE 18 A 31
CASOS 0,016 0,013 0,002
Igk Ul/ml (MEDIA) —~+— 1,805 3405 3,308
GRAFICA No 1
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IgE EN PIEL




PARTICIPACION DE LOS ACAROS

r.y

Dermatophagoides pte

Dermatophagoides far.




CORRELACION ENTRE PRUEBA CUTANEA
E IgE ESPECIFICA

g2




INMUNIDAD CELULAR
"IN VIVO"
INMUNOCOMPETENCIA

GRAFICA No 5
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CONCLUSIONES.

~ L.os pacientes con dermatitis atdpica en nuestr o estudio
presentan en un %4.6%Z Inmunidad humoral in vive e in
vitro mediadada por IgE total elevadas ( p= 0.005 )} frente a
poélenes, hongos, dcaros y alimentos. Destacando & los 4acaros
Dermatophagoides pteron&ssinus v Dermatophagoides farinae como los
principales alergenos desencadenantes

— Los pacientes con dermatitis atdpica presentan alteraciones
en el sistema inmune celular caracterizados por valores in
vitro de CD8 disminuidaos en el 70% de las casos e in
vivo anergia cutdnea para antigenos comanes.

- En los mecanismos de defensa inespecificos se presenta una
disminucion del 1004 (p=0.005) en la fagocitaosis y del 404 en
la quimiotaxis.

—- 70% de los pacientes con dermatitis atdpica presentaron

cultivos positivos a Staphylococcus aureus aislados de la piel.

1
h
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ANEXQ A

MATERIAL Y REACTIVOS.

MATERIAL.

Jeringas de plastico desechables de I, 5 , 10 y 20 cc.
Torundas de algodén.

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm. y 12 X 75 mm.
Gradillas.

Pipetas Pa;teur.

Portaaobjetos.

€ubreobietos.

Agitadores de vidrio.

Papel parafilm.

Asa bacterioldgica y micoldgica.

Hisopos estériles.

EQUIPO.

CQ;trIFuqa clinica refrigerada.

Camara de Neubauer

Bafo Maria.

Microscopio.

Micropipetas de S0, 200, 250 y 1000 microlitros.

Espectrafotometro,




- Refrigeradaot,

- Congelador a ~70 C.

- Bomba de vacio.

- Incubadora de 37 + 2 € con 15 % de CO2.

- Aspirador.

REACTIVOS.
a) QUIMICOS.

Solucidn de Alsever.

Solucidn de Hanks.

Solucién fisioldgica.

Agarosa.

Medio minimo esencial suplementado. ( 2 mM de glutamina
+ penicilina 100 u/ml. + estreptomicina 100 ug/ml).
Metanol absoluta.

Buffer de formalina al 47 Z.

Colorante de Wright.

Eosina

Azul metileno.

Colorantes para tincidn de Gram.

KOH al 20 %.

Equipo para determinacidon de IgE total. Guantizyme IgE,
Bigaux Diagnostica S.A.

Equipo para deterainacion de IgE especifica. Alllr:oit
RAPID EAST. Conjugate PACK.



b)

- Bicarbaonato de sodio.

- Alcohol al 70 %.

— Reactivos para la determinacidn de inmunidad humoral

vitre. por el metado
Atun.

Bacalao.

Cacahuate.

Camardn

Carne de cerdo.
Carne de vaca.
Caseina.

Alternartia tenuis.

de EAST.

Centena.
a-lL.actoalbumina.
fi-Lactoglabulina.
Leche de vaca.
Llema de huevo.
Tomate.

Trigo.

Lepidoglyphus destructor.

Amaranthus retroflexus. Ligustrum vulgare

Blatella germanica. .
Candida aldicans.

Cladosporium herbarum,

Lolium perenne.
Prosopis Jjuriflora.

Salsola pestiffer.

Dermatophagordes farinae. Taradéacum a!f{ttuna.le.

Dermatophagoides pteronyssinus.

BIOLOGEICOS.
— Suero humano.

- Cepa S. cereviciae.

- Factor quimioctactico.

- Antigenos para deterainacién de inmunidad celular

vivo.

. PPD Direccidn general de Reactivos bicldgicos S.S.
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Candidina. L.ab. «¢le Micologi’ basica, Fac Medicina
Tricofitina. UNAN,
Pitirosporina. Lab. de Micologia Medica. Hosp. Judrez

Varidasa. de Meéxico. S.S.A.

Alergenos para la determinacion de inmunidad humoral in

vivo,

- Awroalergenos. ( 1 : 20 p/v glicerinadas)

Arboles.

Nombre cientifico Nombre comin.

Fraxinus amerticanus. Fresna.
Ligustrun vulgare. Trueno.
Populus albda. Alamo.
Prosopis juriflora. Mezquite.
Quercus vellutina. Encino.
Shinus molle. Pirul.
Malezas.

Amaranthus palmeri. Quelite..
Amdbrosta elatior. Ambrosia.
Artemisa ludovisiana. Altamiza.

Atriplex bracteosa. Costilla de vaca

Cosmos bippinatus. Mirasol.
Chenopodium aldum. Epazate.
Franseria tenuifolia. A-aréusilla.
Helianthus annuus. Girasol.
Plantago major. Llanten.



Rumex crispus. Lengua de vaca.

Salsola sp. Rodadora.
Pastos.

Cynodon dacttloen, Pata de gallo.

Holcus halapenstis. Zacate comun.

Lolium perenne. Pasto ingles.

- Fungicos.

Alternaria alternata.
Aspergillus fumigatus.

Candida albicans.

Cladosporiun cladosporotides.
Helmintosporiun halodes.
Mucor racemosus.
Penicilliwn nonatum.
Rhisopus nigricans.
Rhodotorula rubdra.
- Pelos, caspas y epitelios de animales .
Conejo, caballo, perro,gato, plusas ( gallina ).
fcaros del polveo casero.
Dermatophagoides pteronyssinus.
Dermatophagoides. farinae.
pﬂver-m.

Tabacao, pochote, lana y algodén.
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- ALIMENTARIOS.
Pescados
Atuan.
Camaron.

Jaiba.

Verduras
Ajo.
Calabaza.
Calabacita.
Cebolla.
Chicharo.
Coliflor.

Elote.

Yy mariscos.

y especias.
Frijol
Haba
Lechuga.
Lenteja.
Papa.
Tomate.

Zanahoria.

Frutas.
Cacahute. Naranja.
Fresa. Nuez.
Manzana. Platano.
Melon. Sandia.

Alimentos bdsicos.
Arroz.
Carne de cerdo.
Carne de res.
Caseina,
Chocolate.
Leehe.
Queso.

Trigo.

Extractos alergénicos donados por Alergenos Freeman

de C.V. Mexico D.F.

S.A.




ANEXO B8

PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS.

- 6OLUCION DE HANKS,

Glucosa 1.0 g.
Clorura de sodio 8.0 g.
Cloruro de potasio 0.4 g.
Cloruro de calcio 0.14 g.
Sulfato de magnesio 0.1 g.
Cloruro de magnesio 0.1 Q.

Fosfato monopotésico 0.06 g.
Fosfato disodico. 0.06 q.
Picarbonato de sodio 0.35 Q.
Rojo de fenol. 0.02 g.
Agua tridestilada. 1000 al.

= SOLUCION DE ALSEVER.
Glucosa 20.50 9.
Citrato de Na. dihidratado 8.00 g.
Acido citrico monohidratado 0.938 g.
Clorura de sodio 4.20 9.
Agua destilada 1000 ml

= Hidréxido de potasio al 10%.
Hidrdnido de potasio ( KOH ) 10 g. agua destilada 90 -i.

[ 1)



AGAR 8ANGRE.

Infusidén de masculo cardiaco

Paptona de carns
Agar
Cloruro de sodio

pH final 7.3
AGAR 8110
Extracto de levadura
Paptona de caseina
Gelatina
Lactosa
D-manitol
Clorurce de sodio
Fosfato dipotésico
Agar

pH final 7.0
AGAR DE MAC CONKEY.
Paptona
Polipeptona
Lactosa

Sales biliares

Cloruro de sodio

Aqir
Rojo neutro

Cristal violeta

375 g.

10 q.

15 g,

2.5
10,0
30.0

2.0
10,0
75.0

3.0
15.0

17.0 g.
3.0 g»
10.0 g.

" 1.3 g.

S.0 g.
13.5 @.
0.030 g.
0.001 g,



Agua destilda 1000 ml.
pH final 7.1.

AGAR DEXTROSA SABOURAUD.

Dextrosa 20 g.
Peptona 10 g.
Agar bacterioldgiceo 20 g.
Agua destilada 1000 mi.

pH final &.5.
AGAR MICOSEL.

( Medio Sabouraud + antibidtico }

Medio Sabouraud 100 ml.
Cicloheximida 400 mg.
Cloramfenicol 500 mg.

pH final 6.5,

AGAR PARA Pityrosporum ovale.

Agar micosel 1 1t.
Aceite da olivo 15%

AGAR B1GGY

Citrato de amonio y bissutao 5.0 g.
Bulfito de sodio 3.0 9.
Dextrosa ) 10.0 g.
Glicina . 10.0 g.
Extracto de levadura 1.0 g.
Agar . . 16.0 g«

"pH final 6.8



APENDICE

IgB T0TAL
Diiucion 1:5—=» Tubos con anti Igf  L.Incubar { hr, 37°C Agragar 250 ul:

suero Agregar 50 ul. muestra 2.Lavar J veces con Conjugado enzimdtico
control, estandares 20 al sol. fisiolegica. {. Incubar.

2. Lavar,
Agregar 250 pl.

sustrato de la enzima
[ncubar
Agitar Agreqar { nl.

Obtener valores de

o Solusidn de detencid
absorbancia a 489 an: olucion de detencion

IgR BSPECIPICA
Alergeno en tubo 1. Encubar & . 37°C  Agreqar 108 gl. 1. Lavar Agegar 350 pl,
+ 2. Lavar Jveoes con Agente enzimitico - 3. Inoubar lutu‘o & la inif;l
108 ul Muestra 2 nl, sol.fisiolgica g
controles
referencias
Incubar
Obtener valores de Agregar £l

absorbancis a 405 . . $ole-de detencin
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Sangre Separar onial, Ajustar & 2.5 x 10 °C,
heparinizads teucooitos Hanks suplementado

Cajas petri do 68 x L8 we ————» Bealizar 6 series dv 3 pexos ———<&n la serie de poros agreqart
con 5 nl, de agaress pozo extarns 10 ul. de Hanks,
pozo intermedio 8 ul. celulas

Inoubar 2 ke,
camara humeda
37 % + <0,
Ohservar LeRie con I T OD, Fidar con 3 ml. de metanol 38 nin.
“x Mright M
3 ml. buffer de formalina 38 mia.
PRICITSIS
Liser 6.1 Lavar 2 veces
Sangre venosa feparar capp ———dlentrifugar a 1308 rpe, © 0 con Alsever
de cel. blancas 13 nin, a 4 %¢ l

RJustar Besuspender
AP NN, 1n1—3 al. sol.

90 | wwoax [rmeseas ] swes | cmm fisislegica
1 [ 64 | &1 | &F |
1 o1 ot
3 o1 —
| %1 =
s o1 ot
[y o1
u -——
u —
N o1
] o1 .1
SR R

INNR 20 nia. § 37 %C.
PARSE LA BOICCION O 19 1. BE 050, 8.1 N,

(3]
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