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RESUMEN

El control biológico con microorganismos surge como una alternativa para el manejo 

de las plagas. Los agentes microbianos se han utilizado de manera exitosa debido a 

su selectividad, inocuidad en mamíferos, compatibilidad con organismos benéficos y 

su impacto menor en el medio ambiente. La utilización de hongos entomopatógenos 

como bioinsecticidas esta ampliamente documentada y se han llevado a cabo 

protocolos para evaluar su persistencia, infectividad y toxicidad. Sin embargo, no 

existen datos sobre la capacidad de generar sensibilización cutánea en animales, 

por lo que en éste trabajo nos enfocamos a determinar el potencial de los hongos 

Metarhizium anisopliae var. acridum y Metarhizium anisopliae var. anisopliae  para 

inducir dermatitis alérgica por contacto en ratones BALB/c, administrándolos en 

forma cutánea como suspensión de conidios ó como extracto antigénico fúngico 

mediante la prueba del edema en la oreja de ratón (Mouse Ear Swelling Test, MEST 

por sus siglas en inglés). Al finalizar este estudio concluimos que, ni el extracto 

antigénico fúngico ni la suspensión de conidios de ambos hongos utilizados pueden 

considerarse como sensibilizantes cutáneos en el modelo murino ensayado. 
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INTRODUCCIÓN

Debido al daño ambiental que ha ocasionado el uso de plaguicidas químicos y 

sustancias tóxicas para el control de plagas se ha propuesto el uso de agentes 

biológicos con la capacidad de infectar y matar selectivamente a la plaga. Sin 

embargo, se debe establecer la seguridad del uso de bioplaguicidas así como 

también el riesgo para la población que se expone repetidamente a ellos (Betz et al., 

1989; Siegel et al., 1989; Goettel et. al. 1989; Siegel et al., 1997; Toriello et al., 1986; 

Toriello et al., 1999; Toriello, 2003). 

Por otra parte, en los últimos años  la prevalencia de las enfermedades de la piel de 

origen alérgico se ha incrementado y con ello los costos socioeconómicos los cuales 

incluyen hospitalización, honorarios médicos, tratamientos farmacológicos, 

rehabilitación y en algunos casos compensaciones por jubilación temprana por 

enfermedad ocupacional ó daño permanente (Mathias, 1985). En Europa 

(particularmente en Dinamarca) de los 2.6 millones de personas en edad productiva, 

las compañías de seguros pagaron tres millones de dólares anuales entre 1991 y 

1995 por concepto de compensaciones originadas por dermatitis alérgicas de 

contacto (Keiding, 1997). En Estados Unidos dichas compensaciones equivaldrían a 

160 millones de dólares (Halkier-Sørensen, 1998). Estas cantidades representan la 

punta del “iceberg” de los costos relacionados con la dermatitis de contacto alérgica 

en el ámbito internacional. 
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La Agencia de Protección Ambiental (EPA) de los Estados Unidos propone una serie 

de guías para ser utilizadas en la valoración de pesticidas y sustancias tóxicas cuyo 

objetivo es establecer su patogenicidad, persistencia, infectividad, toxicología y 

alergenicidad bajo criterios estrictamente homologados y así crear un consenso 

sobre el uso de dichas sustancias. Desde 1981 la Organización Mundial de la Salud 

elaboró una propuesta para evaluar la bioseguridad de un agente microbiano para el 

control de plagas (AMPC). Partiendo de dicha propuesta Siegel diseñó en 1987 un 

esquema de procedimientos en tres niveles para determinar el riesgo de un AMPC. 

El nivel 1 evalúa la infectividad y toxicidad del AMPC a partir de la exposición aguda 

al bioplaguicida. Si en este nivel el AMPC no presenta efectos adversos, se 

considera seguro y la probabilidad de causar algún daño al ser liberado en forma 

masiva será mínima. Por el contrario, si se estableciera algún riesgo en los estudios 

primarios, se procede a realizar las pruebas en otros niveles para determinar la dosis 

letal media (DL50), la dosis de efectividad media (DE50) e irritabilidad en mamíferos 

(figura 1). A partir de agosto de 1998 la EPA destaca la necesidad de determinar el 

potencial de un plaguicida para causar o facilitar reacciones de dermatitis de 

contacto alérgica, dentro de su perfil de toxicidad. La información obtenida a partir de 

las pruebas de sensibilización cutánea sirve para identificar el peligro al que se 

somete una población que se expone de manera repetida a dicha sustancia tóxica. 

(http://www.epa.gov/pesticides/guidelines/oppts_870_2600.htm). 
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Figura 1. Esquema de pruebas para la evaluación de riesgo de un agente microbiano para el control de plagas, modificado de Siegel (1997).
DE 50 = Dosis efectiva media, DL 50 = Dosis letal media.
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ANTECEDENTES

El control biológico con microorganismos surge como una alternativa para el 

manejo de las plagas. Los agentes microbianos se han utilizado de manera 

exitosa debido a su selectividad, inocuidad en mamíferos, compatibilidad con 

organismos benéficos y su impacto menor en el medio ambiente (Siegel et al., 

1997; Toriello et al., 1986; Toriello et al., 1999; Toriello, 2003). 

Para que un AMPC pueda ser utilizado debe de considerarse el impacto 

potencial a la salud pública y al ambiente derivado de la exposición al 

bioplaguicida. En los humanos, la exposición puede ser directa  para aquellos 

que mezclan, almacenan y aplican el AMPC ó indirecta en el caso del consumo 

de los alimentos tratados con estos plaguicidas. Por lo anterior deben de llevarse 

a cabo pruebas toxicológicas en animales de experimentación para establecer 

los efectos de la exposición aguda oral, dérmica, pulmonar, intravenosa y ocular 

al AMPC, además deben reportarse los incidentes por hipersensibilidad 

secundarios a su uso (Siegel et. al. 1997). 

Se sabe que aproximadamente 500 especies de hongos son capaces de infectar 

a insectos, algunos infectan un amplio rango, mientras que otros son más 

selectivos. Los hongos entomopatógenos pertenecen, entre otros, a los géneros 

Beauveria, Metarhizium, Culicinomyces, Entomophthora, Nomuraea, Aspergillus, 

Paecilomyces, Tolypocladium, Leptolegnia, Coelomomyces, Lagenidium, entre 

otros (Samson et. al. 1998). 

Metarhizium sp. se utiliza desde el siglo XIX para el control de plagas (Samson 

et al., 1998). En los Estados Unidos M. anisopliae se utiliza como un plaguicida 
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microbiano para el control de cucarachas (Peripaneta americana, Blatella 

germanica) que son una fuente importante de alergenos (Ward et al., 1998). 

También se utiliza para el control de otros insectos como la langosta 

(Schistocerca piccifrons) y saltamontes (G. tettigonia, E. viridissima) (Homoptera: 

Acrididae) que afectan a los cultivos de la caña de azúcar en Brasil y México, 

termitas (G. reticulitermes, E. Lucifugus)  y a la gallina ciega (Phyllopphaga sp.)

(Young, 1974; Latch y Falloon, 1976; Al-Aidroos y Roberts, 1978; Ferron, 1981; 

Agudelo-Silva y Wassink, 1984; Riba et al., 1986; Guillespi, 1988; Samuels et al., 

1989; Barson et al., 1994 y Toriello et al., 1999). 

Se han llevado a cabo pruebas de seguridad de estos hongos que incluyen: la 

administración oral en ranas con M. anisopliae; la exposición oral, subcutánea, 

inhalada e intravenosa durante 90 dias en ratas sin efectos adversos y la 

exposición por inhalación, intraperitoneal, subcutánea e intraocular en ratas, 

ratones y conejos ( Austwick, 1980; Shadduck et al., 1982, Zimmermann, 1993). 

No se reportaron efectos adversos tras la exposición oral o intraocular y no hubo 

evidencia de reproducción del hongo en los tejidos de los mamíferos utilizados 

(Burges, 1981; Shadduck et al.1982; El-Kadi et al., 1983; Saik et al.,1990; 

Toriello et al. 1999b). 

Las pruebas de seguridad de los hongos entomopatógenos (HE) son de vital 

importancia. Sin embargo, existen escasos estudios para establecer su potencial 

alergénico ya que estos organismos contienen componentes de origen proteico, 

incluyendo enzimas (proteasas  y quitinasas) y por lo tanto son potencialmente 
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alergénicos (Ward et al., 1998; Ward et al., 2000a; Ward, 2000b; Chung et. al., 

2005) 

De manera anecdótica se han reportado casos de sensibilización en individuos 

que han estado continuamente expuestos a Metarhizium en sus trabajos, sin 

embargo, los datos clínicos son escasos (Kaufmann y Bellas, 1996). Por otra 

parte, se han reportado los casos del deceso  de un niño inmunocomprometido 

por una infección sistémica debida a M. anisopliae (Burgener et al., 1998), el 

desarrollo de queratitis en un hombre sano (Cepero de García et al., 1997), 

sinusitis en dos personas inmunocompetentes (Revankar et al., 1999) y de rinitis 

invasiva en un gato (Muir et al., 1998). 

Aproximadamente del 80 al 90% de las dermatitis de contacto se localiza en las 

manos, como consecuencia de la exposición constante a un alergeno ya sea por 

cuestiones laborales o en el hogar (Lantinga, et al., 1984). Meding en 1990 

informó de un estudio poblacional en Gothenburg donde encontró que a lo largo 

de un año  la prevalencia del eccema de las manos fue del 11% y los tipos más 

comunes fueron dermatitis irritativa (35%), dermatitis atópica  (22%) y dermatitis 

de contacto alérgica (19%). Sin embargo la prevalencia de la dermatitis de 

contacto alérgica varía de hospital a hospital y de país a país debido a la falta de 

estandarización de criterios clínicos y métodos diagnósticos. En Dinamarca, de 

431 casos de eccema de las manos, 39% correspondieron a dermatitis de 

contacto alérgica (Keiding, 1997). En México, se estima que la prevalencia de la 

enfermedad oscila entre un 5 a un 10% de la consulta dermatológica y es una de 

las principales causas de enfermedad laboral (Arenas, 1996). 
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Aspectos generales. 

Se define a los hongos como organismos eucariontes, heterótrofos, macro o 

microscópicos, uni o pluricelulares, saprobios, parásitos, comensales,  

patógenos ó simbiontes. Su reproducción es sexual, perfecta o teleomórfica 

mediante esporas o asexual, imperfecta o anamórfica mediante conidios. La 

unidad funcional de los hongos son las hifas (Hawksworth, 1974). 

Los hongos microscópicos son de distribución cosmopolita, crecen en cualquier 

sitio rico en materia orgánica, agua y temperaturas comprendidas entre 4 y 60 ºC 

de tal manera que se desarrollan más extensamente en climas tropicales y 

subtropicales, desde el nivel del mar hasta 4000 m. Las especies conocidas 

estan agrupadas en unos 525 géneros, aunque se estima que pueden existir       

1 500 000. Solo alrededor de 100 especies son necesariamente patógenas para 

mamíferos, vegetales, insectos así como para otros hongos (Hawksworth, 1991).   

Los conidios, esporas y micelios contienen los organelos de la célula eucarionte. 

La pared celular esta constituida principalmente por quitina en combinación con 

diversos polisacáridos como: mananas, β-glucanas, galactanas, xilanas y de 

galactosamina, con pequeñas cantidades de lípidos, además de enzimas que 

regulan la síntesis de estas, que pueden ser diferentes según el grupo 

taxonómico al que pertenezcan. Las paredes celulares están estratificadas, 

constituidas generalmente por dos ó varias láminas de microfibrillas dispuestas 

en una materia amorfa, quedando la lámina interna adherida a la membrana 

protoplasmática. La membrana celular cumple con el modelo de bicapa lipídica, 

encontrándose dentro de esta el ergosterol. Las sustancias de reserva son 
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glucógeno y lípidos. Aunque carecen de clorofila, algunas especies pueden 

sintetizar pigmentos de diversos colores desde amarillentos, anaranjados, rojos, 

violetas hasta negros.  Su nutrición es por absorción, debido a la liberación de 

enzimas conocidas como exodespolimerasas que degradan macromoléculas 

para que posteriormente sus fragmentos sean introducidos en la célula fúngica. 

Este proceso es llevado a cabo por el cuerpo vegetativo ó soma conocido como 

talo o micelio, que a su vez está constituido por múltiples filamentos ó hifas, 

sobre estas se desarrollan las estructuras de reproducción: esporas ó conidios.  

Para el aislamiento de los hongos microscópicos se utiliza el medio de cultivo 

universal, el agar dextrosa de Sabouraud (ADS), u otros medios que contengan 

la fuente básica de nutrición fúngica como el agar papa dextrosa (APD), agar 

papa zanahoria (APZ), que al ser medios pobres inducen la conidiogénesis. Los 

hongos microscópicos pueden aislarse de diferentes fuentes desde tierra hasta 

muestras biológicas, utilizando asa micológica por picadura  en el centro del 

medio de cultivo. Los hongos contaminantes u oportunistas tardan en crecer de 

dos a tres dias a una temperatura de entre 25 a 32 ºC , mientras que los hongos 

patógenos lo hacen a 37 ºC entre 7 a 30 días. Una vez trascurrido este tiempo 

se observa la aparición de la colonia fúngica por el anverso, apreciando las 

características de la superficie como son: textura, aspecto, color y forma. En el 

reverso, bajo el medio se determina la presencia o ausencia de pigmentos.  Para 

conocer sus características micromorfológicas se realizan exámenes directos 

con azul de algodón ó hidróxido de potasio al 20%. Cuando estas características 

no se observan con claridad, se aplica el método del microcultivo con  eritrocina, 
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donde se observa por microscopía en los objetivos de 10x y 40x sus formas de 

reproducción, tipos y modalidades de hifas así como también la presencia de 

estructuras especializadas. 

 

Hongos Entomopatógenos (HE). 

Este grupo de hongos tiene la capacidad de infectar selectivamente a los 

insectos y provocar su muerte.  

El impacto que tienen actualmente es determinante debido a que pueden 

eliminar diversas poblaciones de plagas sin causar toxicidad en el medio 

ambiente; contrario a lo que ocurre con los insecticidas químicos que generan 

contaminación permanente e incluso resistencia de los insectos frente a estos. 

La biotecnología agrícola esta enfocada a dar solución a problemas de baja 

producción y pérdidas económicas de cultivos provocadas por factores 

biológicos y químicos del campo y de esta manera enfocarse a lograr una 

agricultura sustentable (Tamez, 2001) con un apoyo determinante de la 

toxicología e inmunología clínica. 

De los quince géneros de HE B. bassiana, M. anisopliae, P. fumosoroseus, P. 

lilacinus, Conidiobolus major, Erynia neoaphidis, Hirsutella thompsonii y 

Verticillium lecanii han sido estudiados ampliamente (Toriello et al., 1986; Mier et 

al., 1989;Toriello et al., 1999a; Toriello et al., 1999b; Mier et al., 1994).  

En México existen unas quince preparaciones agrícolas comerciales de estos 

HE, que contienen los conidios como ingrediente activo (Tamez, 2001).   
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Cuando los conidios son aplicados en el campo infectan a su hospedero a través 

de su adhesión a la parte externa de la cutícula del insecto, los conidios 

adheridos emiten tubos germinales que luego forman estructuras especializadas 

denominadas apresorios. Posteriormente penetran al insecto con los ganchos de 

penetración mediante presión y acción enzimática de proteasas y quitinasas que 

facilitan la digestión de la epicutícula (capa externa) y de la procutícula y 

epidermis (capas internas) hasta invadir el homocele con el desarrollo 

subsiguiente de los cuerpos hifales y conidios para su diseminación dentro del 

insecto. Finalmente el hongo vuelve a salir al exterior del insecto y esporula 

completando así su ciclo vital (St Leger, 1986a; St leger, 1986b).  

En la Tabla 1 se muestran algunos HE así como el insecto que infectan. 

Agente de Biocontrol Sugerido para el Control de 

Beauveria bassiana 
Plagas de cultivo, plagas de 
invernadero, broca del café 
(Hypothenemus sp.), mosquita 
blanca, chapulines. 

Metharizium anisopliae var.
anisopliae 
M. anisopliae var. acridum 

Termitas, cucarachas, plagas 
caseras, gallina ciega, langostas y 
saltamontes. 

Paecilomyces fumosoroseus Plagas de invernadero, mosquita 
blanca, chicharritas (Quesada gigas). 

Tabla 1. Hongos Entomopatógenos Comercializados en México. Modificado de Tamez, 2001. 

 

Genero Metarhizium sp.  

Dentro de este género se reconocen actualmente 10 clados ó variedades que 

corresponden a las tres especies y diversas variedades descritas anteriormente 

(Driver et al., 2000). 
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Su clasificación se  basa en caracteres morfológicos y en su taxonomía 

molecular la cual se establece a partir de la aplicación de técnicas moleculares 

como RAPD-PCR, secuenciación de las regiones ITS, 28S, D3 del DNA 

ribosomal  además de las características fenotípicas como el tamaño de los 

conidios y la resistencia al calor (Driver et al., 2000).  

En la Tabla 2 se enuncian los taxones reconocidos morfológicamente y 

molecularmente de este género. 

Taxones reconocidos 
morfológicamente1

Taxones reconocidos molecularmente 
diez grupos (clados)2

M. album (Petch) 
 

M. anisopliae (Metsch). Sorokin 
 var. ansipoliae (Metsch) Sorokin 
 var. majus (Tulloch)

M. flavoviride (Gams & Roszypal) 
 var. minus (Rombach) 
 var. flavoviride (Gams & Roszypal) 

(1)  M. album 
(2)  M. flavoviride Tipo E 
 
(3)  M. flavoviride var. novazealandicum
(4)  M. flavoviride var. pemphigum 
(5)  M. flavoviride var. minus 
(6)  M. flavoviride var. flavoviride 
 
(7)  M. anisopliae var. acridum 
(8)  M. anisopliae var. lepidiotum 
(9)  M. anisopliae var. anispoliae 
(10)M. anisopliae var. majus 

Tabla 2. Clasificación del género Metarhizium sp. 1. Samson et al. (1988), Hawksworth et al.
(1974), Tulloch (1976), Rombach et al. (1986), Rombarch et al. (1987) 2. Driver et al. (2000). 
 

M. anisopliae ha sido aislado en México de Phyllophaga sp. (Coleoptera: 

Melolonthidae) que es una plaga del maíz blanco (Villalobos, 1992) y de los 

escarabajos Aeneolamia sp. y Prosapia simulans (Homoptera: Cercopidae) que 

atacan a la caña de azúcar (Berlanga-Padilla et al., 1997). 

M. anisopliae var. anisopliae (EH 479/2) fue descrito por primera vez bajo el 

nombre de Entomophothora anisopliae en 1879 por Metschnikoff y 
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posteriormente como M. anisopliae por Sorokin en 1883 (Tulloch, 1976). 

Presenta conidios cilindricos  verdes de 5-7 µm de largo los cuales se agrupan 

en cadenas columnares. Normalmente crece lentamente fuera de los rangos de 

temperatura de 15-32 °C. Se describió inicialmente en Rusia como patógeno de 

Anisoplia austriaca (Coleoptera: Scarabaeidae). Actualmente se utiliza para el 

control de plagas en EU, Brasil, Australia y Filipinas (Faria et al., 2001). En 

Australia se ha utilizado para el control de langostas y saltamontes. En los 

Estados Unidos para el control de cucarachas (Ward et al., 2000). 

Metarhizium anisopliae var. acridum (EH 502/8) presenta esporodoquios con 

fiálides en forma de clava (9-14 x 3-4 µm). Sus conidios son uninucleares, 

elipsoidales, catenulados y basipétalos de 8 x 4.5 µm. Este hongo fue 

inicialmente encontrado en saltamontes, escarabajos y en suelos de trabajo 

agrícola en Alemania (Rombach et. al., 1986). Actualmente es considerado 

como un buen agente para el control de plagas de acrididos porque en 

condiciones climáticas adversas de alta temperatura y baja humedad relativa 

puede producir infección en dichos insectos (Goettel et al., 1997). 

Metarhizium sp es utilizado en la industria agrícola por su relativa inocuidad al 

medio ambiente (Goettel et al., 1997). En el aspecto económico este hongo es 

de fácil manejo y producción (Goettel, 1997), además se pueden obtener 

formulaciones sencillas para esparcirse con tecnología agrícola de bajo costo y 

de uso común. Recientemente ha sido registrado como agente microbiológico ó 

esta bajo desarrollo comercial para el control biológico de diversas plagas (Butt 

et al., 2001). 
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M. anisopliae ha sido seleccionado como un organismo prototipo para 

desarrollar métodos alternativos para el control de plagas y bioremediación 

(Domsch et al. 1980; Zimmermann, 1993), así como también para estudiar su 

potencial alergénico (Ward et al., 1998; Ward et al., 2000). 

Desde el punto de vista médico, los hongos son objeto de estudio debido a que 

ocasionan diversas patologías tales como micetismo, micotoxicosis, micosis y 

alergia (hipersensibilidad) (Arenas, 1996). 

La mayoría de los hongos son detectados y destruidos en cuestión de horas por 

el sistema inmunitario innato gracias a la acción de fagocitos y opsoninas 

(Medzhitov et al., 1997; Romani et al., 1998; Mansour et  al., 2002; Romani, 

2002; Huffnagle et al., 2003; Marr et  al., 2003). Los receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR) presentes en las células fagocíticas 

reconocen patrones asociados a patógenos (PAMP) y son activados por ellos 

(Mambula et al., 2002; Netea et al., 2002a; Akira, 2003; O’neil et al., 2003). 

Estos mecanismos actúan de manera inmediata y son seguidos horas después 

por una respuesta inflamatoria inducida tempranamente pero que no genera 

inmunidad permanente (Gantner et al., 2003). En la Figura 2 se representa el  

papel de los PRR como activadores de la inmunidad innata y adaptativa frente a 

hongos (Shoham et  al., 2001, Wang et  al., 2001; Tada et  al., 2002; Tauszig-

Delamasure et  al., 2002; Brown et  al., 2003; Jouault et  al., 2003; Lebron et  al., 

2003; Netea et  al., 2003). 

Estas primeras líneas de defensa ayudan a mantener la infección bajo control 

sin embargo si el hongo es capaz de evadirlas, en los organismos vertebrados  
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se  hace uso del sistema inmunitario adaptativo con la generación de células T 

cooperadoras efectoras (Th), células T reguladoras (Treg) y células B que atacan 

específicamente al patógeno e inducen células de memoria previniendo 

infecciones subsecuentes con el mismo microorganismo (Herring et al.,2001)  

Las células dendríticas captan al hongo en el sitio de infección con una 

interesante plasticidad funcional en el reconocimiento fúngico a través de la 

interacción con diferentes receptores de reconocimiento en las células 

dendríticas, lo que determina el modo de presentación antigénica fúngica y la 

naturaleza de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa mediante la acción de 

las células Th (d’Ostiani et  al., 2000; Claudia et  al., 2002). 

 

Figura 2. Papel de los PRR como activadores de la inmunidad innata y adaptativa frente a 
hongos. La via principal de señalización de los PRR tras unirse a los PAMP involucra la 
interacción con la molécula  adaptadora MYDD88 (gene 88 de respuesta primaria de 
diferenciación mieloide) que se localiza en el citoplasma. La activación de MYDD88 culmina en la 
activación y traslocación del factor nuclear-κB (NF- κB) con la subsecuente activación genética. 
Modificado de Romani, 2004. GXM= glucoronoxilomanana. 
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Como las diferentes subpoblaciones de linfocitos Th liberan un perfil de citocinas 

particular, son capaces de desencadenar señales de retroalimentación 

activadoras o inhibidoras para los fagocitos efectores por lo que la activación de 

la subpoblación apropiada de linfocitos Th es determinante para la obtención de 

una respuesta inmunitaria exitosa frente al hongo (Murphy, 1989; Levitz et  al., 

1995; Romani, 1997, Netea et  al., 2002b; Hebart et  al., 2002). Las células T 

contrareguladoras (Treg) sirven para prevenir respuestas inflamatorias excesivas 

y contribuyen al desarrollo de la memoria inmunológica contra los hongos 

(Romani, 2004). 

La generación de una respuesta predominantemente Th1 protege contra las 

infecciones por hongos, es mediada por interleucina 12 (IL12) y junto con la 

opsonización por anticuerpos y la secreción de interferón gamma (IFN γ) e

interleucina 2 (IL 2) las que estimulan la activación óptima de los fagocitos en el 

sitio de la infección (Huffnagle et  al.,1991).  

En la actualidad se sabe que los pacientes con infecciones micóticas 

diseminadas tienen producción defectuosa de IFN γ y anergia en las respuestas 

de hipersensibilidad retardada, niveles aumentados de: citocinas de la clase 2 

(interleucinas 4 y 5), inmunoglobulina E (IgE), Inmunoglobulina G4 (IgG4), 

inmunoglobulina A (IgA) y eosinofilia los cuales son marcadores de mal 

pronóstico de la enfermedad (Calich et  al.,1998; Clemons et  al., 2001). En los 

pacientes con el síndrome de hiperinmunoglobulinemia E (síndrome Hiper IgE ó 

de Job) existen defectos de la via de señalización IL12/IFNγ, entre otras 
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alteraciones se manifiesta con infecciones micóticas recurrentes y alergia 

(Savolaien et  al., 1990; Faergemann, 2002; Netea et  al., 2002b).   

La interleucina 4 (IL4) es un determinante importante de susceptibilidad a 

muchas de las infecciones fúngicas (Romani, et  al.,1998), puede a la par activar 

ó desactivar fagocitos y células dendríticas para ciertas funciones 

especializadas, por ejemplo puede inactivar a los fagocitos y promover la 

secreción de IL12 en las células dendríticas (Romani, 1999). El mecanismo más 

importante que demuestra la actividad inhibitoria de IL4 es su capacidad para 

actuar como la señal más potente para comprometer el desarrollo del linfocito 

hacia la subpoblación Th2 lo que favorece la aparición de alergia a hongos. En 

los individuos atópicos la respuesta de tipo tardío a hongos está alterada y se 

asocia con niveles elevados de anticuerpos antifúngicos de la clase IgE, IgA e 

IgG (Savolaien et  al., 1990; Faergemann, 2002). 

En la figura 3  se muestra un esquema general del balance de los mecanismos 

inmunitarios involucrados en la respuesta a las infecciones fúngicas, donde se 

aprecia la cooperación entre el sistema inmune innato y el adaptativo. 
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Figura 3. Respuesta inmunitaria frente a hongos. Modificado de Romani, 2004.
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HIPERSENSIBILIDAD

El termino de hipersensibilidad se utiliza para designar una respuesta inmunitaria 

aumentada, resultado del contacto constante  y subsecuente con el mismo 

antígeno-alergénico, es de carácter individual y tiene como característica principal 

el generar daño tisular (Roitt et  al., 2003; Roitt et al., 2004).  

Cuando un organismo es sensibilizado, el contacto secundario con el antígeno 

fúngico conlleva a un refuerzo secundario de esta respuesta. No obstante, esta 

reacción puede ser inapropiadamente fuerte y producir daño tisular extenso si el 

antígeno se encuentra presente en cantidades excesivas o si el estado inmune 

humoral o celular esta alterado (Roitt et  al., 2003; Roitt et al., 2004).  

Desde el punto de vista inmunoquímico el carácter antigénico se debe a la 

presencia de proteínas, glicoproteínas y polisacáridos presentes en la célula 

fúngica (Neaville et  al., 2005). 

En general se conocen dos  grupos de antígenos (Fradkin, 1980):  

Corpusculares: componentes glicoprotéicos, responsables de la respuesta 

de hipersensibilidad inmediata, mediada por anticuerpos de clase IgE. 

Metabólicos: antígenos producidos y liberados por los hongos en medios de 

cultivo líquidos, responsables de la respuesta de hipersensibilidad de tipo 

tardío, mediada por linfocitos Th1. 

Los mecanismos inmunitarios responsables de dicha respuesta se clasifican en 

cuatro tipos según Gell y Coombs. Debe hacerse énfasis en que estos 

mecanismos estan activados en la respuesta inmune que el hospedero utiliza de 
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manera habitual para eliminar agentes infecciosos o cualquier antígeno. (Roitt et  

al., 2003; Roitt et al., 2004).  

Los hongos son capaces de provocar básicamente tres tipos de respuestas: 

a) Hipersensibilidad inmediata ó anafiláctica (Tipo I): mediada por anticuerpos 

de la clase IgE. Ej: rinitis alérgica, rinoconjuntivitis, rinosinusitis, asma 

extrínseco, dermatitis atópica y algunos casos de urticaria (Brostoff et  al., 

1991; Roitt et  al., 2003; Roitt et al., 2004). 

b) Hipersensibilidad por formación de complejos inmunes (Tipo III): Mediada 

por anticuerpos de las clase IgG. Alveolitis alérgica extrínseca (Hay et  al., 

1991; Roitt et  al., 2003; Roitt et al., 2004; Janeway et al., 2005). 

c) Hipersensibilidad retardada mediada por linfocitos T antigeno-específicos 

sensibilizados (Tipo IV): Tuberculosis, lepra, leshmaniasis, listeriosis, 

blastomicosis, esquistosomiasis (Barnetson et  al., 1991; Roitt et  al., 2003; 

Roitt et al., 2004). 

En el presente protocolo nos enfocaremos primordialmente a la respuesta de 

hipersensibildad de tipo tardío ó tipo IV.  

 

Hipersensibilidad retardada (tipo IV). 

En esta categoría se engloban las reacciones de hipersensibilidad que tardan más 

de doce horas en desarrollarse. A diferencia de los otros tipos de hipersensibilidad 

(mediada por anticuerpos) esta respuesta es generada por la subpoblación de 

linfocitos “T” cooperadores tipo 1 (Th1), responsables de las reacciones de 

hipersensibilidad retardada (Tdth). Estos linfocitos presentan el antígeno de 
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superficie CD4, producen interleucina 2  (IL 2), interferón gamma (IFN γ) y factor 

de necrosis tumoral beta (TNF-β). Su activación y diferenciación se lleva acabo 

tras un contacto frecuente con el antígeno ó hapteno, lo que terminará por 

desencadenar una respuesta inmunitaria ante el contacto subsecuente con dichas 

moléculas (Barnetson et  al., 1991; Mc Fadden 2000; Roitt et  al., 2003; Roitt et al. 

2004; Boguniewicz et  al., 2005, Janeway et al., 2005). 

Los antígenos o haptenos generalmente son de carácter hidrofóbico ó lipofílico. 

Químicamente los antígenos son de tipo lipopolisacarido, lipoprotéico ó lipídico, 

mientras que los haptenos son  de tipo inorgánico (Neaville et  al., 2005).  

Histológicamente en la fase más temprana de la reacción, se observan células 

mononucleares perivasculares, posteriormente aparece un exudado más amplio 

de células mononucleares y polimorfonucleares. Finalmente los 

polimorfonucleares migran fuera de la lesión y dejan atrás un infiltrado 

mononuclear constituido por linfocitos y células de la estirpe monocito-macrófago 

(Roitt et  al., 2003). 

Existen diversos tipos de respuesta de tipo retardado: 

1. Hipersensibilidad por contacto. 

2. Hipersensibilidad de tipo tuberculínico. 

3. Hipersensibilidad granulomatosa. 

Estas se diferencian  entre sí por el tipo de moléculas que las inducen, el órgano 

de choque y las características histológicas presentes (Barnetson et  al.,1991). 
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Mecanismo de sensibilización 

Tras una sensibilización inicial, las células Th1 de memoria reconocen al antígeno 

unido a las moléculas de clase II del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC II) en las células presentadoras de antígeno. Tras la estimulación 

antigénica, los linfocitos Th1 liberan IL2, TNF-β e IFNγ, lo que estimula la 

expresión de moléculas de adhesión en el endotelio. Por lo anterior, existe un 

incremento local de la permeabilidad de los vasos sanguíneos lo cual permite la 

entrada de plasma y células en este sitio ocasionando la aparición de edema 

(Janeway et al., 2005). Debido a que estos linfocitos Th1 antígeno específicos son 

raros y existe una respuesta inflamatoria discreta para atraer células a este sitio, 

tienen que transcurrir varias horas antes de que una célula “T” de la especificidad 

correcta llegue. Estas células liberan mediadores que activan a las celulas 

endoteliales locales, reclutando un infiltrado inflamatorio     mediante la atracción y 

activación de macrófagos, los cuales migran por quimiotaxis hacia el sitio donde 

se encuentra depositado el antígeno, para iniciar la fagocitosis. Cada una de estas 

fases, involucra tiempo de tal manera que la respuesta esta completamente 

desarrollada 24 a 48 horas después del reto antigénico (Janeway et. al. 2005). 

El daño tisular agudo es el resultado de los productos secretados por los 

macrófagos activados, tales como IFN γ, hidrolasa ácida, C3a e intermediarios 

reactivos del oxígeno.  Al no poder llevar a cabo la fagocitosis por la complejidad 

química del antígeno, el macrófago se transforma en una célula epitelioide, para 

después transformarse en una célula gigante (célula de Langhans) la cual es 

rodeada por linfocitos Th1 en la periferia. Histológicamente esta imagen 
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corresponde a un granuloma de tipo tuberculoide. La persistencia de la activación 

de los macrófagos es responsable de las lesiones crónicas que a menudo 

conducen a fibrosis como consecuencia de la acción contínua de citocinas y 

factores de crecimiento como el de los fibroblastos (Barnetson et  al., 1991; Roitt 

et  al., 2003). 

De forma menos frecuente, los linfocitos T citotóxicos (CD8+) lisan directamente a 

las células diana que presentan en su superficie moléculas de la clase I del MHC 

asociadas a péptidos extraños sin la participación de macrófagos ó de otros 

organismos efectores. Una hipersensibilidad de tipo tardío más frecuente es en la 

que participan linfocitos Th2 frente a alergenos solubles en la que se aprecia un 

aumento en: producción de IgE, IL4, IL5, mastocitos y eosinófilos. Estos últimos 

son los que perpetúan la respuesta tardía en las enfermedades alérgicas crónicas  

(Barnetson et  al., 1991; Roitt et  al., 2003; Roitt et al., 2004; Janeway et al. 2005). 

 

DERMATITIS ALÉRGICA POR CONTACTO (DAC)

Se define como un síndrome reaccional causado por la aplicación de una 

sustancia  en la piel (Arenas, 1996). Es una de las dermatosis mas frecuentes, 

constituye del 5 a 10% de la consulta dermatológica (Arenas, 1996). Los factores 

predisponentes o agravantes son humedad, sudoración e higiene personal 

deficiente, propiedades físico-químicas de las sustancias como solubilidad, 

radiación ultravioleta, traumatismo físico simultáneo, región anatómica, oclusión y 

predisposición genética como atopia. Afecta a todas las razas, la negra es la más 

resistente. Se observa en personas del sexo masculino y femenino, puede 
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presentarse a cualquier edad (Arenas, 1996; Mc Fadden 2000; Boguniewicz et al., 

2005). En México, las principales causas son detergentes, níquel, medicamentos y 

cromo. Se origina por iatrogenias o como enfermedad ocupacional y representa 

del 25 a 50 % de las enfermedades laborales, especialmente en las manos 

(Arenas, 1996). Puede originarse por cualquier sustancia u objeto que esté en 

contacto directo con la piel. El mecanismo de producción es por irritante primario o 

por sensibilización; si interviene la luz, puede ser fototóxica ó fotoalérgica (Arenas, 

1996; Mc Fadden et al., 2000; Boguniewicz et al., 2005). 

En la dermatitis por contacto por irritante primario, venenata ó no inmunitaria no 

hay sensibilidad previa, la susceptibilidad es individual y puede originarse por 

irritantes débiles ó potentes (tóxica), ó por factores mecánicos ó físicos como frío y 

calor. La que sobreviene por irritantes débiles se debe a la acumulación por acción 

repetida y prolongada de una sustancia, la tóxica se presenta al primer contacto. 

En general, se produce daño celular y la sustancia se aplica por tiempo y cantidad 

suficientes, y de éstos depende la intensidad de la reacción (Arenas, 1996; 

Boguniewicz et al., 2005). 

En contraste, la dermatitis alérgica por contacto (DAC) aparece en individuos con 

sensibilización previa y hay una fase de inducción que dura de cuatro días a varias 

semanas. Existen variables que deben de considerarse para que la sensibilización 

se lleve a cabo como la concentración del antígeno, el número de exposiciones y 

la exposición concomitante con otros antígenos (Arenas, 1996; Boguniewicz et al., 

2005). En la actualidad se propone que la DAC es una respuesta cutánea 

heterogénea dependiente de las células de Langerhans y mediada por linfocitos T 
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(Mc Fadden 2000). La reaccion mononuclear tardía depende completamente de 

eventos que se llevan a cabo durante la primera y segunda hora tras el reto 

antigénico. La producción de IgM hapteno-específica por células B1 y el 

complemento, activan localmente al endotelio lo que permite el reclutamiento de 

linfocitos T (Roitt et al., 2004). Las células de Langerhans se derivan de la médula 

ósea y se encuentran en el estrato germinativo de la epidermis, presentan en su 

superficie celular moléculas clase II del MHC, antígeno timocítico cortical CD1, 

FcγRI y RC3b entre otros receptores. Se diferencian de los demás macrófagos 

porque es una célula dendrítica y contienen un organelo denominado gránulo de 

Birbeck, que al parecer está relacionado con su capacidad de migración. Estas 

células llevan a cabo la captura de antígenos epicutáneos, migran por acción de la 

IL1 y del TNF α hacia los nódulos linfáticos y presentan antígenos a las células 

“Th” vírgenes (Aiba et al., 1990; Schuler et al., 1991; Cumberbatch et al., 1997; Mc 

Fadden 2000). 

El alergeno suele ser un hapteno (molécula de menos de 5,000 Da, lipofílica) que 

penetra a la epidermis, se une mediante enlaces covalentes a los residuos amino-

terminal (generalmente lisina) de proteínas dermoepidérmicas (PDED) formando 

un antígeno completo. Este complejo hapteno-PDED es captado y procesado por 

las células de Langerhans presentes en la capa basal de la epidermis. Las células 

de Langerhans migran hacia el ganglio linfático a través de los vasos linfáticos 

aferentes y es en el área paracortical del ganglio donde se lleva a cabo la 

presentación del antígeno asociado a MHC-II. Para que la presentación antigénica 

se complete se necesitan de otras interacciones moleculares: CD4 presenta 
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afinidad por la región constante de las moléculas del MHC clase II, los LFA-1 del 

linfocito T interaccionan con los ICAM1 presentes en la célula de Langerhans, la 

molécula CD2 del linfocito T se une a la molécula LFA3 expresada en casi todas 

las células nucleadas y el complejo CD28/B7 es una molécula importante de 

adhesión para la interacción completa entre la célula de Langerhans y el linfocito 

T. Esto da como resultado la activación y proliferación de células Th1-dth de 

memoria y efectoras (CD45RO) (Picker et al., 1991, Mc Fadden 2000). En la 

Figura 4 se esquematiza lo descrito.  

La fase de desencadenamiento (elicitación) o reacción de hipersensibilidad 

mediada por células ocurre a las 24-48 horas tras la reexposición al antígeno-

alergeno. Los linfocitos Th1-dth “de memoria” específicos, sensibilizados, 

reconocen al determinante antígeno-alergénico; ello conduce a la transformación 

blástica y proliferación clonal, con liberación de mediadores de la inflamación (IL2, 

IL3, MIF, IFN γ), los cuales producen la activación y reclutamiento de macrófagos y 

la expresión de MHC-II e ICAM-1 en queratinocitos y células endoteliales quienes 

a su vez liberan IL1, IL6 y GM-CSF ocasionando la activación y proliferación de 

linfocitos T, por lo que se puede apreciar un infiltrado linfocitario con predominio de 

células Th1 además de células de Langerhans, Linfocitos T CD8+ y algunos 

neutrófilos, monocitos y basófilos (Bergstrasser et al., 1989; Mc Fadden 2000, 

Janeway et al., 2005) (Figura 5).  
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Figura 4. Fase de inducción. 

Esta respuesta ocasiona la desintegración celular que histológicamente se 

denomina espongiosis epidérmica y se manifiesta clínicamente con la presencia 

de lesiones cutáneas como eritema, vesículas y eccema en el área de la piel 

donde se encuentra depositado el complejo antígeno-alergénico. Ocasionalmente, 

esta respuesta puede ser sumamente agresiva y producir lesiones cutáneas 

extensas e inclusive en sitios distantes a la región donde se tuvo contacto con el 

alergeno (Arenas, 1996). Es importante mencionar que en estudios recientes en 

ratones “knock-out” se ha observado que este tipo de respuesta retardada no es 

mediada únicamente por citocinas de los linfocitos Th1, sino que también las 

respuestas Th2 pueden contribuir e incluso existen citocinas como la IL17 que no 

pertenecen al perfil Th1/Th2 que parecen estar involucradas en la DAC (Wang et 

al, 2003). La sensibilidad por contacto puede durar meses o de por vida, tanto 

como las células sean capaces de reconocer al antígeno o al hapteno específico. 
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Puede haber sensibilización simultánea a varias sustancias ó reacciones cruzadas 

a diversos productos relacionados. También se ha sugerido una sensibilización 

endógena por alergenos orales o parenterales en especial, metales como níquel, 

cromo y mercurio, así como fármacos como sulfamidas, anestésicos locales y 

fenotiazinas (Arenas, 1996). 

 

Figura 5. Fase de desencadenamiento (elicitación). 
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edema, vesículas, ampollas e inclusive puede haber necrosis. Más que prurito 

puede haber ardor o sensación de quemadura. En la dermatitis crónica aparecen 

lesiones cutáneas secundarias tales como liquenificación, escamas, costras, 

hiperqueratosis y fisuras. En la subaguda hay una combinación de las lesiones 

anteriormente mencionadas. La localización de las lesiones es diversa, depende 

del agente causal y está en relación con la zona de contacto del antígeno-

alergeno, sin embargo hay un claro predominio por las zonas de exposición, 

principalmente las manos (Barnetson et al., 1991; Arenas, 1996; Roitt et al., 2003; 

Boguniewicz et al., 2005). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La utilización de hongos entomopatógenos como bioinsecticidas esta ampliamente 

documentada y se han llevado a cabo protocolos para evaluar su persistencia, 

infectividad y toxicidad. Sin embargo, no existen datos sobre la capacidad de 

generar sensibilización cutánea en animales, por lo que en éste trabajo nos 

enfocaremos a determinar el potencial de los hongos Metarhizium anisopliae var. 

acridum y Metarhizium anisopliae var. anisopliae  para inducir dermatitis alérgica 

por contacto en ratones de experimentación, y así contribuir al estudio de la 

seguridad de los hongos entomopatógenos que serán utilizados como 

bioinsecticidas en el control biológico de plagas. 
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OBJETIVOS

Objetivo general 

 

Determinar la capacidad de Metarhizium anisopliae var. acridum y Metarhizium 

anisopliae var. anisopliae para generar dermatitis alérgica por contacto en ratones 

BALB/c administrándolos en forma cutánea como suspensión de conidios ó como 

extracto antigénico fúngico mediante la prueba del edema en la oreja de ratón 

(Mouse Ear Swelling Test, MEST por sus siglas en inglés). 
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OBJETIVOS

Objetivos particulares 

 

1) Estudiar macro y micromorfológicamente a los hongos Metarhizium 

anisopliae var. acridum y Metarhizium anisopliae var. anisopliae, patógenos 

de la langosta (Orthoptera: Acrididae), con el objetivo de asegurar su 

identidad fúngica. 

2) Obtener los extractos antigénicos de los hongos Metarhizium anisopliae var.

acridum y Metarhizium anisopliae var. anisopliae.  

3) Realizar la prueba MEST en ratones BALB/c mediante la aplicación de una 

suspensión de conidios de los hongos Metarhizium anisopliae var. acridum 

y Metarhizium anisopliae var. anisopliae. 

4) Realizar la prueba MEST utilizando ratones BALB/c mediante la aplicación 

de un extracto antigénico de cada uno de los siguientes hongos 

Metarhizium anisopliae var. acridum y Metarhizium anisopliae var. 

anisopliae.  

5) Determinar la capacidad de los hongos Metarhizium anisopliae var. acridum 

y Metarhizium anisopliae var. anisopliae. para provocar dermatitis alérgica 

por contacto. 



40

HIPOTESIS

Los hongos entomopatógenos Metarhizium anisopliae var. acridum y Metarhizium 

anisopliae var. anisopliae, no son capaces de generar dermatitis alérgica por 

contacto en ratones BALB/c cuando son inoculados ya sea en forma de conidios o 

en forma de extractos. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Prueba de sensibilización cutánea. 

Existen diferentes protocolos para identificar sustancias con potencial alergénico. 

Todos los protocolos comparten en esencia el siguiente fundamento: tras la 

exposición inicial a una sustancia problema, los animales son expuestos después 

de un periodo no mayor a una semana, a un reto con esa misma sustancia para 

determinar si se ha generado un estado de hipersensibilidad. La sensibilización se 

determina evaluando la reacción obtenida después del reto con la sustancia 

problema, comparándola con la reacción resultante de la exposición inicial a la 

sustancia problema durante el periodo de inducción. Los animales del estudio son 

expuestos  a la sustancia de prueba por vía intradérmica o epidérmica. Tras un 

periodo de descanso (durante el cual se debe desarrollar una respuesta 

inmunitaria) los animales se exponen a una dosis de reto. El grado y la extensión 

de la reacción cutánea se comparan con la obtenida en los animales testigo que 

reciben el mismo tratamiento durante el periodo de inducción y posteriormente 

reciben el reto. 

Las pruebas convencionales para la identificación de sensibilizantes potentes por 

contacto tienen una serie de desventajas como son: el costo, duración del estudio, 

numero de animales, necesidad de espacios para mantener a los animales, 

dificultad para probar materiales pigmentados como antígenos y resultados 

subjetivos (eritema en la piel del cobayo) más que objetivos (Gad et al., 1985).  
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Prueba del edema en la oreja del ratón (MEST). 

Esta prueba, fue desarrollada a principios de los ochenta como una alternativa 

objetiva, de bajo costo y de menor duración para la evaluación de la 

hipersensibilidad de contacto de tipo retardado sustituyendo ratones por  cobayos 

(Gad et al., 1985). Su uso se ha extendido a pruebas de fotosensibilidad y 

fototoxicidad, como una herramienta en el estudio de agentes promotores de 

tumores y para evaluar diferentes materiales de prueba (productos médicos, 

productos industriales, contaminantes ambientales, químicos y drogas) (Stalder et. 

al., 1985; Patrick et al., 1987; Stern et al., 1989; Kloss et al., 1992). 

El MEST esta incluido dentro de la lista de las pruebas de sensibilización 

aceptadas por organismos reguladores. 

(http://www.epa.gov/pesticides/guidelines/oppts_870_2600.htm)

El protocolo utilizado fue descrito por Gad en 1985. El edema puede ser detectado 

únicamente si el sitio de la exposición al antígeno es la piel, pero no se distingue 

fácilmente de su alrededor y por lo tanto no se usaba como un marcador de la 

respuesta de hipersensibilidad de tipo IV, sin embargo cuando se usa la oreja 

como un sitio de reto, la respuesta es más evidente y se puede medir con relativa 

facilidad (Gad, 1994). 

Desde que Crowle demostró en 1959 la transferencia pasiva de la 

hipersensibilidad de contacto de tipo tardío en ratones, se ha generado una gran 

cantidad de información  en un intento para comprender la respuesta en dicha 

especie (Crowle, 1959 a y b).  
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Se ha demostrado que se necesitan células derivadas del timo para inducir una 

respuesta de tipo tardío (Asherson y Ptak, 1968; DeSousa y Parrot, 1969), a la par 

los ratones se han usado para el estudio de los esteroides flourinados y los 

corticoesteroides lo que ha culminado en el desarrollo formal del MEST (Gad, 

1994). 

El diseño general del MEST se divide en tres etapas (Figura 6): 

 

Figura 6. Esquema lineal del protocolo de la prueba de edema en la oreja del ratón (MEST). 
 

Cepas fúngicas. 

Se utilizaron cultivos monospóricos de Metarhizium anisopliae var. acridum EH 

502/8 y Metarhizium anisopliae var. anisopliae, EH-479/2 de  aislados originales 

del centro nacional de referencia de control biológico (CNRCB) dirección general 

de sanidad vegetal (DGSV), SAGARPA.  Los hongos se conservan en aceite 

mineral a 4 °C, en agua destilada y en agua glicerinada al 10% en nitrógeno 

líquido a -196 °C, en la colección de cultivos del laboratorio de Micología Básica, 
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Departamento de Microbiología y Parasitología de la Facultad de Medicina de la 

UNAM. 
 

Estudio micro y  macromorfológico de los hongos entomopatógenos (HE). 

Los hongos se cultivaron en medio de agar dextrosa de Sabouraud (ADS) y agar 

papa dextrosa (APD) a 28°C durante 7 días para realizar el estudio macroscópico 

de las colonias y observar su crecimiento (Goettel et al., 1997). Se realizaron 

microcultivos y tinción con eritrocina para cada una de las colonias sembradas en 

ADS y APD para la observación de la micromorfología fúngica. 

Obtención de los extractos antigénicos fúngicos (EAF). 

Los cultivos monospóricos de los hongos, se sembraron individualmente en el 

medio líquido de papa dextrosa zanahoria (PDZ)  en matraces con capacidad para 

dos litros. Se utilizaron siete matraces por cada cepa fúngica y se incubaron a 

28°C. Transcurridas 4 semanas y una vez que las colonias fúngicas abarcaron en 

su totalidad la superficie del medio líquido, se separaron de éste con papel filtro. 

La biomasa obtenida se dejó secar a temperatura ambiente durante 72 h. 

Posteriormente se llevo a cabo su inactivación  con acetona en matraces estériles 

con capacidad para un litro. Cada matraz permaneció en agitación constante 

durante 15 min y posteriormente se mantuvieron en refrigeración a 2°C durante 48 

h. La biomasa obtenida por filtración se dejó secar a temperatura ambiente 

durante 24 h. Una vez seca, se trituró hasta obtener un polvo fino del cual se pesó 

1.0 g y se le agregó 10 ml de solución extractante de Coca débil, con el fin de que 
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el bicarbonato de sodio de ésta reblandeciera la pared celular de conidios y 

micelios y lograr que las moléculas con carácter antigénico queden solubilizadas 

en la solución extractante, para obtener un extracto antigénico fúngico (EAF) a una 

concentración primaria de 1:10 p/v (Philips, 1953; FDA, 1987; Turco, 1987; Larsen, 

1991). Esta solución se mantuvo en agitación constante a 4 °C durante 48 h. 

Posteriormente se dializó contra solución amortiguadora de fosfatos (solución de 

Evans, pH 7.0) durante 48 horas a 4 °C, en tubo de hemicelulosa con un tamaño 

de poro de 3000 daltones, para eliminar pequeños péptidos y pigmentos. 

Finalmente se mezcló con glicerina al 50%, quedando a una concentración final de 

1:20 v/v que es la concentracion a la cual se utilizan de manera estandarizada los 

extractos alergénicos para diagnóstico. El EAF fue esterilizado en equipo millipore 

con membrana de 0.22 µm. Cada EAF se envasó en frascos de vidrio neutro, libre 

de pirógenos y estériles de 60 ml, sellándolos con tapón de hule rojo y retapas de 

aluminio con engargoladora manual, manteniéndolos en refrigeración constante a 

4 °C. Se determinó el pH final y la cantidad de proteínas totales mediante el 

método de Lowry para cada EAF (Lowry O, 1951). 

 

Obtención de la suspensión de conidios viables. 

Los conidios de M. anisopliae var. acridum y M. anisopliae var. anisopliae  se 

obtuvieron a partir de cultivos en APD incubados a 28 °C durante 2 semanas. A 

cada tubo de ensayo se le agregaron 10 mL de Tween 80 estéril al 1%. Con un 

asa micológica se removieron cuidadosamente los conidios para obtener una 

suspensión, la cual se homogeneizó con un Vórtex. Los conidios se contaron en 
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una cámara de Neubauer ajustándose a una concentración de 1 x 108

conidios/mL. Para el periodo de inducción se utilizaron 100 µL para una 

suspensión final de 1 x 107 conidios/animal. Para la fase de reto se utilizaron 10  

µL  para una concentración final de 1 x 106 conidios/animal. La viabilidad de las 

suspensiones se determinó mediante el método de tubo germinal. Los conidios se 

suspendieron en solución salina y se utilizaron suspensiones “frescas” preparadas 

al momento del estudio, con viabilidad por arriba del 98%. 

 

Animales. 

Se utilizaron 150 ratones BALB/c, hembras, nulíparas, no preñadas, adultas 

jóvenes con peso superior a 15 gramos, libres de parásitos y/o patógenos. Se 

usaron animales hembras debido a que demuestran una conducta menos agresiva 

al estar en conjunto. Se mantuvieron en cajas de policarbonato con cama de 

virutas de pino, a temperatura ambiente de 24 ± 2 °C, con humedad constante, en 

una secuencia artificial de iluminación de 14 horas luz/10 horas oscuridad, 

suministrándoles una dieta convencional (Mouse Chow , Purina de México, 

México) y agua estéril ad libitum, en el bioterio del departamento de Farmacología 

de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México.   

 

Se hicieron cuatro grupos: testigo positivo, testigo negativo, grupo problema 1 y 

grupo problema 2, identificándolos mediante tarjetas rotuladas con claves en el 

frente de sus contenedores (Tabla 3).  

 



47

Grupo 
 

Sustancia de prueba 
 

Oreja 
izquierda 

Extracto antigénico fúngico
Grupo  1 (A y B) 

Primera parte 
 

Oreja 
derecha 

Solución glicero-salina 

Oreja 
izquierda 

Suspensión de conidios 
viables 

 
Grupo  2 (C y D) 
Segunda parte  

 
Oreja 

derecha 
Solución salina 0.9% 

Oreja 
izquierda 

2,4 dinitrofluorobenceno  
Testigo positivo 

Oreja 
derecha 

Solución glicero-salina 

 
Testigo negativo 

 
Ninguna 

Tabla 3. Grupos de ratones para la prueba MEST. 
 

Testigo positivo

Al grupo de testigos positivos se les administró 2,4 dinitrofluorobenceno (2,4 

DNFB) 1:100 v/v en solución glicero-salina como control positivo, debido a su alta 

capacidad sensibilizante para generar dermatitis alérgica por contacto en modelos 

murinos.  Durante el periodo de inducción se aplicaron 100 µl del control positivo 

en la pared abdominal del ratón.  Se aplicaron  10 µl de 2,4 DNFB en la oreja 

izquierda y 10 µl de solución glicero-salina en la oreja derecha de cada animal, 

durante la etapa de reto antigénico. 
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Testigo negativo 

Este grupo fue sometido al mismo procedimiento que el resto de los grupos 

estudiados, sin que se aplicaran sustancias problema.  

Grupo 1 (A y B) 

A estos grupos se les administró el extracto antigénico fúngico 1:20 v/v, 100 µl 

sobre la pared abdominal durante el periodo de inducción y 10 µl durante la etapa 

de reto en la oreja izquierda y 10 µl de solución glicero-salina en la oreja derecha. 

Al grupo 1A se le administró el extracto de M. anisopliae var. anisopliae (EH 

479/2), mientras que al grupo 1B se le administró el de M. anisopliae var. acridum 

(EH 502/8). 

Grupo 2 (C y D) 

A estos grupos se les administró 100 µl de la suspensión de conidios viables a una 

concentracion de 1 x 10 7 conidios/animal sobre la pared abdominal del ratón, 

durante el periodo de inducción y 10 µl de la suspensión de conidios a una 

concentración de 1 x 10 6 conidios/animal en la etapa de reto en la oreja izquierda 

y 10 µl de solución salina en la oreja derecha. Al grupo 2C se le administró la 

suspensión de conidios de M. anisopliae var. anisopliae (EH 479/2), mientras que 

al grupo 2D se administró la de M. anisopliae var. acridum (EH 502/8). 

Una vez agrupados los animales, se permitió su aclimatación durante una semana 

para detectar cualquier animal enfermo o que presentara orejas lastimadas o con 

apariencia eritematosa o edematizada. 
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Examen clínico. 

Se realizó un examen clínico a todos los animales al recibirlos y durante los 

periodos de inducción y reto antigénico para detectar si se registraban cambios en 

la piel, el pelaje, tegumentos y del comportamiento, así como también para 

detectar indicios de afectación al  sistema nervioso (temblores ó convulsiones), 

enfermedad ó muerte. 

 

Mediciones de peso y grosor de orejas. 

Se anotó en unas hojas de recolección de datos especiales (ver hoja de registro 

en el anexo) el peso y el grosor de los animales al inicio del estudio, antes del reto 

antigénico y a las 24 y 48 horas tras el reto antigénico. Se utilizó una balanza 

digital para cuantificar el peso de los ratones. Se hicieron registros describiendo 

cualquier dato de irritación dérmica durante la sensibilización, desarrollo de 

toxicidad sistémica y  muerte de animales antes de finalizar el estudio.

Para la medición del grosor de las orejas se usó un micrómetro Mitutoyo 

calibrado con una lectura al mínimo especificado de 0.254 mm. La persona que 

midió el grosor de las orejas, era ciego al grupo que pertenecían los animales. 

Para minimizar el error en la lectura del micrómetro se permitió su estabilización 

térmica  antes de utilizarlo. Las mediciones se llevaban a cabo teniendo al 

animal y al medidor en una misma posición para evitar errores de lectura por 

posicionamiento (Figura 7). 
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Figura 7. Medición del grosor de las orejas 

 

Por último, la lectura del grosor de las orejas se llevó a cabo tres veces y se 

anotó el promedio como resultado final. 

 

Diseño de la prueba del edema en la oreja del ratón (MEST). 

El experimento se dividió en dos partes. Cada parte tuvo una duración de 20 

días, con un periodo de cuarentena de 7 días, aplicando el inóculo respectivo 

durante cuatro días consecutivos (días 0, 1, 2 y 3),  un reto antigénico (día 10) y 

necropsia (día 12). En la primera parte del experimento, las sustancias problema 

a probar fueron los extractos antigénicos fúngicos de cada hongo. En la segunda 

parte las sustancias problema a probar fueron las suspensiones de conidios. En 

ambos casos los ratones se utilizaron como sus propios controles y 

adicionalmente se utilizaron dos grupos testigo (positivo y negativo) para cada 

hongo tanto para la suspensión de conidios como para el extracto antigénico 

fúngico. El estudio se realizó por duplicado para cada hongo  y sustancia 

problema (suspensión de conidios y extracto antigénico). El diseño general del 

MEST se representa en la Figura 8.  
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Prueba del edema en la oreja del ratón (MEST).  

 

Periodo de Inducción

Se anestesió a los ratones por via peritoneal con pentobarbital sódico a una 

dosis de 1.0 ml/2.5 Kg., utilizando jeringas para insulina de 0.5 ml libres de látex 

(BD Ultra-Fine III 31 G x 8mm). 

Tres dias antes de comenzar la prueba (Día –3) se removió  completamente el 

pelo de la región abdominal con crema de Bariflor para evitar la irritación de la 

piel ocasionada por dicho procedimiento y eliminar el posible sesgo. 

Cada día, durante el periodo de inducción y antes de aplicar las sustancias de 

prueba, se rasuró la piel del abdomen del ratón con una navaja de afeitar para 

eliminar la capa superficial de la epidermis (estrato córneo). 

En el día 0 se inyectaron intradérmicamente 0.05 ml de adyuvante completo de 

Freund  con jeringas de insulina de 1.0 mL (BD Ultra-Fine 29 G x 13 mm) en dos 

regiones separadas del vientre del ratón flanqueando la línea media ventral. Este 

procedimiento se llevó a cabo en los grupos de prueba y los testigos. 

Posteriormente se procedió a la administración tópica abdominal de las distintas 

sustancias problema con micropipeta. 
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Figura 8. Diseño general del MEST. M. anisopliae var. acridum EH-502/8 y M. anisopliae var. anisopliae EH-479/2. EAF:
extracto antigénico fúngico. SC: suspensión de conidios. SGS: solución glicero salina. SS: solución salina. 1A y 1B:
grupos de la primera parte del estudio. 2C y 2D: grupos de la segunda parte del estudio.
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Observaciones macroscópicas
días 11 y 12

eritema y edema

Reto antigénico día 10 (orejas)
Medición del grosor de orejas días 11 y 12

Necropsias día 12
Observaciones microscópicas

Estudios histopatológicos

(EAF) EH 479/2 (1A)
(SC) EH 479/2 (2C)

(EAF) EH 502/8 (1B)
(SC) EH 502/8 (2D)

(EAF) EH 479/2 (1A) n= 12
(SC) EH 479/2 (2C) n= 12

hembras (por duplicado)

Testigo negativo
(EAF) SGS estéril

(SC) SS estéril

(EAF) EH 502/8 (1B) n= 12
(SC) EH 502/8 (2D) n= 12

hembras (por duplicado)

Testigo negativo
(EAF) 10 hembras
(SC) 14 hembras
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En la primera parte del estudio a los grupos 1A y 1B se aplicaron los extractos 

antigénicos fúngicos y en la segunda parte del estudio a los grupos 2C y 2D se 

les aplicaron las suspensiones de conidios. A los testigos negativos no se les 

aplico nada y a los testigos positivos se les aplicó 100 µL de 2,4 DNFB 1:100 en 

solución glicero-salina  a los testigos positivos. Antes de regresar el raton a su 

contenedor se esperó  a que la sustancia de prueba o control aplicada a la pared 

abdominal secara por completo. El periodo de inducción se realizó durante 

cuatro dias consecutivos. 

Reto antigénico

Para evitar falsos positivos se midió nuevamente el peso y el grosor de las 

orejas el día 10 del protocolo, antes de aplicar el reto antigénico para detectar 

variaciones en el grosor de las orejas debidas al azar que pudieran ocurrir de 

manera natural entre los grupos problema y los testigos. Una vez hecha la 

medición, a los grupos 1A y 1B se les aplicaron 10 µL del extracto antigénico 

fúngico correspondiente en la oreja izquierda y 10 µL de la solución vehículo en 

la oreja derecha. Por otra parte, a  los grupos 2C y 2D se les aplicaron 10 µL de 

las suspensiones de conidios correspondientes en la oreja izquierda y 10 µL de 

la solución vehículo en la oreja derecha. En ambos casos a los testigos 

negativos no se les aplicó ninguna solución en ambas orejas y a los testigos 

positivos se les aplicaron 10 µL de 2,4 DNFB 1:100 en la oreja izquierda y 10 µL

de la solución glicero-salina en la oreja derecha. A las 24 y 48 horas posteriores 

al reto antigénico, los ratones se anestesiaron ligeramente para medir el grosor 
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de ambas orejas y registrar los datos. Los datos de peso y grosor de orejas se 

analizaron con la prueba de Tukey. 

 

Necropsias. 

Los ratones fueron sacrificados el día 12 mediante dislocación cervical en 

condiciones asépticas, se tomaron al azar tres ratones de cada grupo, se 

diseccionaron las orejas completas suspendiéndolas en solución de formalin al 

10%, las muestras se enviaron para su estudio con el Dr. Armando Pérez Torres 

al Laboratorio de Histopatología de la Facultad de Medicina, UNAM. 

 

Estudios histopatológicos. 

Se utilizó la tinción de hematoxilina y eosina (H-E) por ser particularmente útil 

para la identificación de infiltrado mononuclear en las orejas de los ratones 

estudiados (Stevens et al., 1993). La lectura de las laminillas y su interpretación 

la realizó el Dr. Armando Pérez Torres quien desconocía a que grupo 

pertenecían. 
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RESULTADOS

Características Macroscópicas. 

En el anverso del medio de cultivo los hongos presentaron colonias ilimitadas, 

secas, de aspecto polvoso. M. anisopliae var. anisopliae mostró un color verde 

amarillento mientras que M. anisopliae var. acridum verde olivo. En el reverso, 

no se apreciaron pigmentos difusibles en el medio ADS. Ambos hongos 

mostraron un crecimiento rápido a temperatura ambiente (Figuras 9 y 10). 

 

Figura 9. EH 479/2 M. anisopliae var. 
anisopliae  

Figura 10. EH 502/8 M. anisopliae var. 
acridum 

 

Características Microscópicas. 

Metarhizium sp. presenta micelio macrosifonado, septado, hialino, de donde 

nacen conidióforos eréctiles septados y dicotómicos que a su vez producen 

grupos de  dos a tres esterigmas que generan fialoconidios ovoides de 3.5 a 9 

µm (microconidios). 

M. anisopliae var. anisopliae presenta conidios cilíndricos de aproximadamente 5 

x 7 µm agrupados en columnas que nacen de las fiálides que conforman los 
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conidióforos provenientes de un micelio hialino, septado y macrosifonado (Figura 

11). 

Por su parte M. anisopliae var. acridum presenta esporodoquios con fiálides en 

forma de clava con conidios mononucleares, elipsoidales de aproximadamente 8 

x 4 µm (Figura 12). 

Las colonias sembradas en botellas de Roux con medio APD se utilizaron para 

la obtención de la suspensión de conidios viables, ya que este medio al ser 

pobre en nutrientes estimula la conidiogénesis lo que permite obtener 

suspensiones con una alta concentración de conidios. Para los dos hongos 

estudiados se obtuvieron suspensiones de 1 x 108 conidios mL, a los cuales se 

les determinó su viabilidad mediante el método de tubo germinal siendo ésta 

superior al 98%.  

 

Figura 11. Micromorfología de EH 479/2 
Metarhizium anisopliae var. anisopliae  

Figura 12. Micromorfología de EH 502/8 
Metarhizium anisopliae var. acridum 

Se determinó la cantidad de proteínas totales y el pH de ambos EAF. El extracto 

antigénico fúngico de M. anisopliae var. anisopliae (EH 479/2) tuvo una 

concentración de 26.5 µg/mL y un pH de 6.90. M. anisopliae var. acridum 
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(EH502/8) tuvo una concentración de 34.5 µg/mL proteínas totales y un pH de 

7.01.  

 

Estandarización de la anestesia en los animales. 

Debido a que el estudio necesitaba de la inmovilización completa de los animales 

por un periodo de tiempo por arriba de los 20 min se hizo uso del pentobarbital 

sódico que es un anestésico con propiedades hipnótico-sedantes de uso 

parenteral con una duración promedio de la anestesia general de 20 a 30 min. La 

desventaja de este anestésico es que tiene una ventana terapéutica muy estrecha 

y puede ocasionar muerte por paro cardiorrespiratorio. Para reducir este riesgo se 

hizo un estudio preliminar y se determinó que la dosis ideal para lograr la sedación 

adecuada en tiempo y relajación era de 8 µL por cada 20 g de peso (5.04x10-3 g 

de pentobarbital sódico). Previo a la anestesia cada ratón fué pesado para ajustar 

la dosis del anestésico en función de su peso corporal. Se registró la muerte de 

varios ratones a lo largo del estudio, todas atribuidas a paro cardiorrespiratorio 

debido a que los animales no se recuperaron de la anestesia (Tablas 4 y 5).  

 
Grupo N Día 0 N Día 12 
EH 479/2  (Grupo 1 A) 24 20 
EH 502/8  (Grupo 1 B) 24 19 
Testigo Negativo 10   7 
Testigo Positivo 11   8 
Total 69 54 

Tabla 4. Numero de ratones que concluyeron la primera parte del estudio con 
extractos antigénicos fúngicos. 
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Grupo N Día 0 N Día 12 
EH 479/2  (Grupo 2 C) 24 23 
EH 502/8  (Grupo 2 D) 23 22 
Testigo Negativo 14 11 
Testigo Positivo 21 16 
Total 82 72 

Tabla 5. Número de ratones que concluyeron la segunda parte del estudio con 
suspensiones de conidios. 
 

Peso de los Animales. 

Durante la primera parte del estudio, utilizando a los extractos antigénicos fúngicos 

como sustancias problemas, la media del peso corporal de los ratones al inicio del 

estudio varió de 15.45 g ± 1.52  de los testigos negativos a 21.43 g ± 2.4 del grupo 

EH 479/2. Para el día 12 del estudio la media del peso de los testigos negativos 

fué de 18.31 g ± 1.2. La media del peso del grupo EH 479/2  fué de 20.97 g ± 2.2. 

Estos resultados se analizaron utilizando un análisis de varianza (ANOVA) y una 

comparación múltiple de medias ó prueba de Tukey. Se determinó que al inicio del 

estudio el peso de los testigos negativos tenía una diferencia significativa con 

respecto al peso de los demás grupos (α = 0.05). Sin embargo, para el día del reto 

antigénico y al finalizar el estudio no hubo diferencia significativa entre el peso de 

los grupos (α = 0.05) (Figura 13). 

En la segunda parte del experimento, utilizando las suspensiones de conidios 

como sustancias problema, la media del peso corporal al inicio del estudio estuvo 

entre 15.53 g ± 1.2 del grupo de testigos negativos hasta 23.20 g ± 2.3 de los 

testigos positivos. Al final del estudio la media del peso fué de 16.77 g ± 1.0 de los 

testigos negativos y 24.61 g ± 1.4 de los testigos positivos. Al llevar a cabo el 

análisis estadístico con análisis de varianza y con la prueba de Tukey se apreció 
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que existía una diferencia significativa (p < 0.01) entre el peso de los testigos 

positivo y negativo con respecto al peso de los grupos problema. Esta diferencia 

no dejó de ser significativa sino hasta el último día del estudio y únicamente al 

comparar el grupo de testigos negativos con el grupo de M. anisopliae var. 

acridum (EH 502/8) y entre ambos grupos problema. El peso de los testigos 

positivos fué mayor que el de los demás grupos a lo largo del estudio (α = 0.05) 

(Figura 14). 
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Testigo negativo Testigo positivo EH 502/8 EAF EH 479/2 EAF

Grupo 
 

Día 0 
Peso (gramos) 

Media ± DS 

 
Día 10 

Peso (gramos) 
Media ± DS 

 
Día 12 

Peso (gramos) 
Media ± DS 

Testigo negativo  15.45 a* ± 1.52 17.58 a* ± 1.55 18.31 a* ± 1.2 
Testigo positivo    19.97 b* ± 1.13 19.43 a* ± 2.05 19.61 a* ± 2.3 
EH 502/8 EAF 20.71 b* ± 2.11 20.42 a* ± 2.92 20.51 a* ± 2.6 
EH 479/2 EAF 21.43 b* ± 2.4 20.44 a* ± 2.55 20.97 a* ± 2.2 

Figura 13.  Peso corporal por grupo de animales en los días 0, 10 y 12. Testigo 
negativo: solución glicero-salina, testigo positivo: 2,4 dinitrofluorobenceno, EH 
479/2 EAF: extracto antigénico fúngico de M. anisopliae var. anisopliae, EH 502/8 
EAF: extracto antigénico fúngico de M. anisopliae var. acridum.  
ANOVA * Comparacióón múltiple de medias (Tukey) (α = 0.05). Entre los grupos 
con letras iguales no existe diferencia significativa. 

1- - D D 
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Peso corporal (SC)
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Día 0 
Peso (gramos) 

Media ± DS 

 
Día 10 

Peso (gramos) 
Media ± DS 

 
Día 12 

Peso (gramos) 
Media ± DS 

Testigo negativo  15.53 a* ± 1.2 16.9 a* ± 1.13 16.77 a* ± 1.0 
EH 502/8 SC 18.15 b* ± 2.7 19.49 b* ± 2.4 18.72 a,b* ± 2.3 
EH 479/2 SC 19.1 b* ± 2.5 19.85 b* ± 2.7 20 b* ± 2.7 

Testigo positivo 23.2 c* ± 2.3 23.64 c* ± 1.5 24.61 c* ± 1.4 
Figura 14. Peso corporal por grupo de animales los días 0,10 y 12 del estudio. 
Testigo negativo: solución salina 0.9%, testigo positivo: 2,4 dinitrofluorobenceno, 
EH 479/2 SC: suspensión de conidios de M. anisopliae var. anisopliae, EH 502/8 
SC: suspensión de conidios de M. anisopliae var. acridum. 
ANOVA, * Comparacióón múltiple de medias (Tukey) (α = 0.05). Entre los grupos 
con letras iguales no existe diferencia significativa. 
 

Hallazgos clínicos. 

Se recibieron ratones sanos que al cabo de un periodo de cuarentena de siete 

días no manifestaron la presencia de parásitos externos, cambios en la apariencia 

de los ojos y orejas. Debido a que los animales fueron sometidos varias veces a 

anestesia general con pentobarbital se vigiló la aparición de cambios en el 

comportamiento, temblores o convulsiones en los ratones.  En un estudio 

1- D D -
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preliminar, los ratones mostraron una tendencia mayor a la agresividad entre sí, 

por lo que se procuró que tuvieran espacio, agua y alimento suficiente y se 

determinó que se mantuvieran en contenedores de  policarbonato  en un numero 

máximo de 5 ratones por contenedor con lo que se evitó que los animales se 

agredieran entre sí y se lastimaran las orejas. No se observó la presencia de 

temblores, convulsiones ó algún otro signo o síntoma de enfermedad en los 

animales a lo largo del estudio con los extractos y con las suspensiones de 

conidios. 

Alteraciones en la piel  y orejas. 

Tras la depilación con crema de bariflor no se apreció el desarrollo de irritación 

dérmica manifestada como eritema en la piel abdominal de los ratones en ninguno 

de los grupos. Al final del periodo de inducción, todos los ratones de los  grupos de 

testigos positivos presentaron huellas de rascado con descamación gruesa en la 

pared abdominal (Figura 15). Los ratones de los otros  grupos no presentaron 

alteraciones en la apariencia de la piel abdominal, éstos resultados se observaron 

en ambas partes del estudio.  

Figura 15. Huellas de rascado y descamación gruesa en los Testigos positivos al 
último día del periodo de inducción. 
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Durante la primera fase del estudio, 24 h después del reto antigénico cuatro de 

ocho ratones del grupo de testigo positivo desarrollaron eritema en la oreja 

izquierda. A las 48 h todos los ratones del grupo testigo positivo presentaron 

además del eritema, aumento de la vascularidad y edema en la oreja izquierda, 

mientras que la oreja derecha no presentaba cambios notorios en su apariencia 

(Figura 16). En el resto de los grupos de estudio no se observaron alteraciones 

aparentes en la piel abdominal ni en las orejas tras el reto antigénico: Testigo 

negativo (Figura 17), M. anisopliae var. anisopliae  (EH 479/2) con EAF (Figura 

18), M. anisopliae var. acridum  (EH 502/8) con EAF (Figura 19). 

En la segunda parte del estudio en las que se usaron las suspensiones de 

conidios como sustancias problemas (grupos 2C y 2D), no se apreciaron 

alteraciones aparentes en las orejas de los ratones sino hasta las 48 h tras el reto 

antigénico y únicamente se registró eritema y edema en la oreja izquierda de los 

ratones del grupo de testigo positivo de manera muy similar a lo observado en la 

primera parte del estudio. 

Grosor de las orejas. 

En la primera parte del estudio la medición basal del grosor de las orejas derechas 

(OD) de los ratones fué de 2.61 mm ± 0.31 y el grosor de las orejas izquierdas (OI) 

fue de 2.71 ± 0.30 (Testigo negativo: OD 2.08 mm ± 0.39, OI 2.28 ± 0.31; Testigo 

positivo: OD 2.72 mm ± 0.25, OI 2.90 mm ± 0.34; EH 502/8 M. anisopliae var. 

acridum OD 2.92 mm ± 0.28, OI 2.86 mm ± 0.28; EH 479/2 M. anisopliae var. 

anisopliae OD 2.71 ± 0.32, OI 2.80 ± 0.28) (Tabla 7).   
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Figura 16. Testigo positivo al final del estudio. 
 

Figura 17. Testigo negativo al final del estudio. 
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Figura 18. Grupo 1A al final del estudio  Figura 19. Grupo 1B al final del estudio. 

En el día 10, antes del reto antigénico  se midió el grosor de las orejas 

obteniéndose los resultados mostrados en la Figura 20. En este día el grosor de 

las orejas varió de 2.1 mm ± 0.12  a 2.26 mm ± 0.26, sin diferencias 

estadísticamente significativas entre todos los grupos (p > 0.01).  

Veinticuatro horas posteriores al reto con los extractos antigénicos fúngicos los 

resultados del grosor de las orejas se muestran en la Figura 20, donde se puede 

observar que el grosor de la oreja izquierda del testigo positivo es el único dato 

con diferencia significativa (p < 0.01) entre todos los grupos.  

Por último, a las  48 h posteriores al reto antigénico se observó lo mismo que en 

el día anterior donde solamente existe diferencia significativa (p < 0.01) en el 

grosor de la oreja izquierda del testigo positivo con 2,4 DNFB (Figura 20).   
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Grosor de las orejas (EAF)
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Grupo Día 0 
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Día 10 
Grosor  (mm) 
Media ± DS 

Día 11 
Grosor  (mm) 
Media ± DS 

Día 12 
Grosor  (mm) 
Media ± DS 

TN OI 
 

2.28 a* ± 0.31 2.17 a* ± 0.13 2.35 a* ± 0.19 2.35 a* ± 0.19
TN OD 
 

2.08 a* ± 0.39 2.1 a* ± 0.12 2.39 a* ± 0.19 2.32 a* ± 0.17
TP OI 
 

2.9 b* ± 0.34 2.19 a* ± 0.13 3.33 b* ± 0.37** 3.84 b* ± 0.34**

TP OD 
 

2.72 b* ± 0.25 2.15 a* ± 0.18 2.45 a* ± 0.26 2.47 a* ± 0.32 
EH 502/8 OI 
EAF 

2.86 b* ± 0.28 2.24 a* ± 0.20 2.4 a* ± 0.17 2.66 a* ± 0.22
EH 502/8 OD 
EAF 

2.92 b* ± 0.28 2.26 a* ± 0.26 2.41 a* ± 0.15 2.55 a* ± 0.21
EH 479/2 OI 
EAF 

2.8 b* ± 0.28 2.23 a* ± 0.21 2.4 a* ± 0.22 2.59 a* ± 0.17
EH 479/2 OD 
EAF 

2.71 b* ± 0.32 2.25 a* ± 0.21 2.37 a* ± 0.24 2.52 a* ± 0.19 

Figura 20. Grosor de las orejas dias 0, 10, 11 y 12 del estudio. EAF: extracto 
antigénico fúngico, TN= testigo negativo, TP= testigo positivo, OI= oreja 
izquierda, OD= oreja derecha, EH 502/8= M. anisopliae var. acridum, EH 479/2= 
M. anisopliae var. anisopliae.
ANOVA, * Comparación múltiple de medias (Tukey) (α = 0.05). Entre los grupos 
con letras iguales no existe diferencia significativa. 
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Para la segunda parte del estudio la medición basal del grosor de las orejas 

derechas (OD) de los ratones fué de 2.66 mm ± 0.16 y el grosor de las orejas 

izquierdas (OI) fué de 2.71 ± 0.18 (Testigo negativo: OD 2.64 mm ± 0.13, OI 2.68 

± 0.19; Testigo positivo: OD 2.73 mm ± 0.17, OI 2.84 mm ± 0.17; EH 502/8 M. 

anisopliae var. acridum OD 2.65 mm ± 0.16, OI 2.63 mm ± 0.19; EH 479/2 M. 

anisopliae var. anisopliae OD 2.60 ± 0.18, OI 2.69 ± 0.19).   

En el día 10, antes del reto antigénico  se midió el grosor de las orejas 

obteniéndose los resultados mostrados en la Figura 21. En este día el grosor de 

las orejas varió de 2.6 mm ± 0.11  a 2.7 mm ± 0.14, sin diferencias 

estadísticamente significativas entre todos los grupos (p > 0.01).  

Veinticuatro horas posteriores al reto antigénico con las suspensiones de 

conidios se obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura 21, donde se 

puede observar que el grosor de la oreja izquierda del testigo positivo es el único 

dato con diferencia significativa entre todos los grupos (p < 0.01).  

Por último, en el día 12 se observó  que solamente existe diferencia significativa 

(p < 0.01) en el grosor de la oreja izquierda del testigo positivo con 2,4 DNFB. La 

descripción gráfica de estos datos se muestra en la Figura 21.  
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Grosor de las orejas (SC)
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Día 10 
Grosor  (mm) 
Media ± DS 

Día 11 
Grosor  (mm) 
Media ± DS 

Día 12 
Grosor  (mm) 
Media ± DS 

TN OI 2.68 a* ± 0.19 2.68 a* ± 0.13 2.73 a* ± 0.15 2.72 a* ± 0.11
TN OD 2.64 a* ± 0.13 2.6 a* ± 0.11 2.66 a* ± 0.13 2.67 a* ± 0.13
TP OI 2.84 a* ± 0.17 2.67 a* ± 0.15 5.48 b* ± 0.81** 5.8 b* ± 0.95**
TP OD 2.73 a* ± 0.17 2.64 a* ± 0.17 2.8 a* ± 0.15 2.69 a* ± 0.20 
EH 502/8 OI  
 SC 

2.63 a* ± 0.19 2.66 a* ± 0.14 2.82 a* ± 0.15 2.66 a* ± 0.12
EH 502/8 OD 
SC 

2.65 a* ± 0.16 2.64 a* ± 0.12 2.69 a* ± 0.18 2.62 a* ± 0.12
EH 479/2 OI  
SC 

2.69 a* ± 0.19 2.7 a* ± 0.14 2.69 a* ± 0.12 2.78 a* ± 0.16
EH 479/2 OD 
SC 

2.6 a* ± 0.18 2.66 a* ± 0.12 2.63 a* ± 0.12 2.73 a* ± 0.17 

Figura 21. Grosor de las orejas días 0, 10, 11 y 12. SC= Suspensión de conidios 
TN= testigo negativo, TP= testigo positivo, OI= oreja izquierda, OD= oreja 
derecha, EH 502/8= M. anisopliae var. acridum, EH 479/2= M. anisopliae var. 
anisopliae.
ANOVA, * Comparacióón múltiple de medias (Tukey) (α = 0.05). Entre las letras 
iguales no existe diferencia estadísticamente significativa. 

I ~ IN 

D 
• 
D 



68

Histopatología. 

Una vez terminado el estudio se sacrificaron todos los animales en condiciones 

asépticas mediante dislocación cervical. En ambas partes del estudio se 

eligieron al azar tres ratones de cada grupo para disecar ambas orejas y analizar 

la histología de los tejidos. 

En la primera parte del trabajo utilizando los extractos antigénicos, los estudios 

histopatológicos de las orejas izquierdas de los testigos positivos revelaron la 

presencia de un infiltrado mononuclear de manera consistente (Figura 22) 

mientras que las laminillas de los cortes de las orejas derechas mostraron un 

aspecto histológicamente normal. El grupo de testigos negativos no mostró 

alteraciones en sus estudios histológicos (Figura 23). 

 
Figura 22. Corte histopatológico de la oreja izquierda del ratón R4 de los  testigos 
positivos con infiltrado mononuclear, congestión vascular y algunos fibroblastos. 
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Figura 23. Corte de la oreja izquierda del ratón R2 de los testigos negativos con aspecto 
histológico normal 

 

En el grupo 1A se aprecia daño con exfoliación epidérmica, adelgazamiento 

epidérmico, engrosamiento dérmico, separación dérmica del cartílago y algunos 

focos de fibrosis en ambas orejas (Figura 24). En el grupo 1B en uno de los tres  

ratones que fueron seleccionados para el estudio histopatológico  reveló la 

presencia de infiltrado mononuclear en ambas orejas (Figura 25). En otro de los 

animales se apreció la presencia de exfoliación epidérmica con focos de fibrosis 

en la oreja derecha mientras que en el resto de los estudios histopatológicos el 

reporte fué normal. En la Tabla 8 se aprecian estos resultados. 
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Figura 24 . Aspecto histopatológico de la oreja derecha del ratón R8 del grupo 1A en 
donde se aprecia daño y exfoliación epidérmica con separación dérmica del cartílago.  

 

Figura 25. Aspecto histológico de la oreja izquierda del ratón R10 del grupo 1B con 
presencia de infiltrado mononuclear y exfoliación epidérmica. 

 

-
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Oreja izquierda Oreja derecha Clave 
ratón 

Grupo Peso 
g Grosor

mm 
Histopatologia Grosor

mm 
Histopatologia 

R1 TN 16.3 2.032 Normal 2.032 Normal 
R2 TN 18.3 2.540 Normal 2.540 Normal 
R3 TN 18.2 2.540 Normal 2.540 Normal 
R4 TP 20.6 4.064 Infiltrado 

mononuclear 
2.794 Normal 

R5 TP 20.8 4.064 Infiltrado 
mononuclear 

2.540 Normal 

R6 TP 21.1 4.064 Infiltrado 
mononuclear 

2.540 Normal 

R7 1A 
(EAF) 

23.1 2.540 Daño y exfoliación 
epidérmica 

2.540 Exfoliación de 
epidermis, focos 
de fibrosis resto 
normal 

R8 1A 
(EAF) 

19 2.286 Adelgazamiento  
epidérmico 

2.032 Dermis 
engrosada, 
fibrosis. Aumento 
de fibroblastos 

R9 1A 
(EAF) 

17.3 2.540 Separación dérmica 
del cartílago 

2.540 Fibrosis 

R10 1B 
(EAF) 

23.6 2.794 Normal escaso 
infiltrado 
mononuclear 

2.794 Infiltrado 
mononuclear 

R12 1B 
(EAF) 

19.3 2.540 Normal 2.286 Normal 

R13 1B 
(EAF) 

25.4 2.794 Normal 2.794 Exfoliación 
epidérmica, 
fibrosis focal, 
aumento de 
fibroblastos 

Tabla 8. Resultados de estudios histopatológicos. EAF= Extracto antigénico 
fúngico, TN= testigo negativo, TP= testigo positivo, 1B: EH 502/8= M. anisopliae 
var. acridum, 1A: EH 479/2= M. anisopliae var. anisopliae 
 

En la segunda parte del estudio en el que se usaron las suspensiones de conidios 

como sustancias problema, los estudios histopatológicos de las orejas izquierdas 

revelaron un megainfiltrado unilateral (dorsal) ó bilateral (dorsal y ventral) de 

células mononucleares, polimorfo nucleares, algunos eosinófilos y células 
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cebadas, engrosamiento epidérmico, pérdida de la epidermis con algunos 

fibroblastos activos (Figura 26) en tanto que en las orejas contra laterales el 

reporte histológico fué normal.  

 
Figura 26. Aspecto histopatológico de la oreja izquierda del ratón R1 de los testigos 

positivos. 
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En los grupos de los testigos negativos (Figura 27) y 2C (Figura 28) ambas 

orejas presentaron un aspecto histológico normal. Sin embargo, en el grupo 2D 

una de las orejas izquierdas de los ratones estudiados reveló la presencia de un 

infiltrado mononuclear mientras que en el resto de las orejas estudiadas el 

reporte fue normal (Figura 29). En la tabla 9 se describen detalladamente los 

reportes. 
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Figura 27. Aspecto histológico normal de la oreja izquierda del ratón R10 del 
grupo de testigos negativos. 

 

Figura 28. Aspecto histológico normal de la oreja izquierda del ratón R6 del 
grupo 2C. 
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Figura 29. Aspecto histopatológico con infiltrado mononuclear y edema en la oreja 
izquierda del ratón R7 del grupo 2D. 

 

Oreja izquierda Oreja derecha Clave 
Ratón 

Grupo Peso 
g Grosor 

mm 
Histopatologia Grosor 

mm 
Histopatologia 

R1 TP 25.7 6.854 2.540 Normal 
R2 TP 20.2 5.334 2.794 Normal 
R3 TP 22.2 6.604 

Megainfiltrado mononuclear 
uni o bilateral con 
mononucleares, 
polimorfonucleares, 
algunos eosinófilos y 
células cebadas. 
Engrosamiento dérmico y 
pérdida epidérmica.  

2.794 Normal 

R4 2C 
(SC) 

23.6 2.794 Normal 2.794 Normal 

R5 2C 
(SC) 

23.4 2.540 Normal 2.794 Normal 

R6 2C 
(SC) 

21.3 2.794 Normal 2.540 Normal 

R7 2D 
(SC) 

24.9 2.794 Infiltrado mononuclear 2.540 Normal 

R8 2D 
(SC) 

16.1 2.540 Normal 2.540 Normal 

R9 2D 
(SC) 

17 2.540 Normal 2.540 Normal 

R10 TN 18.8 2.794 Normal 2.540 Normal 
R11 TN 17.6 2.794 Normal 2.794 Normal 
R12 TN 16.8 2.794 Normal 2.794 Normal 
Tabla 8.  Resultados de estudios histopatológicos. SC = suspensión de conidios, TN = 
testigo negativo, TP = testigo positivo, 2D: EH 502/8 = M. anisopliae var. acridum, 2C: 
EH 479/2 = M. anisopliae var. anisopliae.
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En los estudios histopatológicos se lograron fotografiar distintos aspectos de la 
fase de desencadenamiento como la adhesión, diapédesis y migración hacia el 
estímulo quimiotáctico (Figura 30). 

 
Figura 30. Adhesión, diapédesis y migración hacia el estímulo quimiotáctico. 
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DISCUSIÓN

Metarhizium anisopliae se utiliza desde el siglo antepasado para el control de 

plagas y en México se utiliza para el control de termitas, cucarachas, gallina 

ciega, langosta y saltamontes (Tamez et. al. 2001). Salvo los estudios realizados 

por Ward et. al. en 1998 y 2000 en donde se ha estudiado a Metarhizium 

anisopliae como desencadentante de respuestas de hipersensibilidad de tipo 

inmediato (Tipo I, mediada por IgE) en la vía aérea y pulmonar de ratones 

BALB/c, no existen reportes sobre la capacidad de este hongo para generar 

respuestas de hipersensibilidad tardía en modelos murinos.  

El estudio resulta de suma importancia para completar el perfil de bioseguridad 

de un agente biológico para el control de plagas.  

Para el diseño del protocolo nos basamos en la guía para la evaluación de la 

capacidad de generar sensibilización cutánea de un plaguicida hecha por la 

agencia de protección ambiental de los Estados Unidos y publicada en 1998. En 

la guía se considera a la dermatitis alérgica por contacto como una reacción 

cutánea mediada por mecanismos inmunológicos ante una sustancia específica 

y se utiliza como sinónimo de sensibilización cutánea (EPA OPPTS 870.2600 

Skin Sensitization, 1998). Dentro de las pruebas de tamizaje para la detección 

de sensibilizantes cutáneos con capacidad moderada a fuerte están la prueba 

del nódulo linfático local (auricular) y la prueba del edema en la oreja del ratón.  

Elegimos la prueba del edema en la oreja del ratón por ser un protocolo de bajo 

costo, corta duración, que utiliza cantidades mínimas de las sustancias de 



78

prueba y las de control y con la capacidad de medir objetiva y cuantitativamente 

una respuesta de hipersensibilidad retardada, además de que si se realiza en 

forma apropiada tiene un bajo nivel de falsos negativos y presenta una 

especificidad cercana al 100% (Gad et al. 1986; Stern et al. 1989; Thorne et al. 

1991), por lo que provee una base mas precisa para identificar sustancias 

potencialmente peligrosas para los humanos (Gad, 1994). Otra ventaja es que si 

se desarrolla DAC con esta prueba, la sustancia problema se puede catalogar 

como un sensibilizante potencial y no es necesario conducir estudios posteriores 

en cobayos (EPA OPPTS 870.2600 Skin Sensitization, 1998). 

En este protocolo se decidió probar dos sustancias problema: conidios viables y 

extractos antigénicos fúngicos. Los conidios viables son el ingrediente activo de 

los preparados comerciales actualmente disponibles en el mercado de 

plaguicidas y a los que se exponen de manera directa las personas que se 

encargan de almacenar, distribuir y aplicar el hongo a los cultivos agrícolas 

sobre todo si no se tienen las medidas de seguridad pertinentes para su 

manipulación. La concentración de las suspensiones de conidios que se 

eligieron para trabajar están fundamentadas en las experiencias previas 

obtenidas durante el estudio de la toxicidad y patogenicidad de éste y otros 

hongos entomopatógenos (Mier et al. 1989, Mier et al. 1994, Toriello et al., 1986, 

Toriello et al. 1999a; Toriello, 2003; Toriello et al. 2005, Mier et al. 2005 ).  

Los hongos son reconocidos como una causa importante de enfermedades 

alérgicas. Se ha demostrado que las proteasas en los extractos de hongos 

interaccionan con células epiteliales, induciendo la producción de citocinas 
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proinflamatorias. Los alergenos fúngicos mas estudiados pertenecen a Alternaria 

alternata (Alt a 1, glicoproteína de 14 Kd), Cladosporium herbarum (Cla h 1, Ag 

32 de 13 Kd), Aspergillus fumigatus (Asp f 1) entre otros. También se ha 

demostrado que las enolasas que son enzimas necesarias para la glucólisis y la 

gluconeogénesis, son  antígenos fúngicos muy conservados y se han obtenido a 

partir de Cladosporium, Alternaria, Saccharomyces cerevisiae y de Candida 

albicans. Por lo anterior, podemos inferir que tanto las hifas como los conidios 

son potencialmente alergénicos debido a que cumplen con las características 

necesarias para ocasionar reacciones de hipersensibilidad. Son partículas 

relativamente complejas, con diversos componentes moleculares de los cuales 

solo una parte resultan antigénicos. Cuando se identifican estos componentes 

antigénicos específicos, usualmente son proteínas con algunas subunidades de 

carbohidratos y tienen un peso molecular de 10,000 a 40,000 Da y su 

antigenicidad está determinada por su tamaño, configuración espacial y por sus 

componentes. Por lo que las reacciones de hipersensibilidad fúngica pueden 

desencadenarse en función de los patrones de exposición a los conidios e hifas 

las cuales pueden estar en altas concentraciones en espacios abiertos (Ej. 

visitando una granja o caminando por el bosque) o durante los periodos de 

máximo crecimiento del hongo (Ej. Veranos y otoños húmedos y calientes). Es 

bien sabido que algunas ocupaciones predisponen a los trabajadores a un 

elevado riesgo de exposición a los hongos (Ej. granjeros, recolectores de fruta y 

trabajadores de molinos de papel, entre otros) con el consiguiente riesgo de 

desarrollar reacciones de hipersensibilidad (Neaville 2005).  Por todo lo anterior, 
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en este estudio se decidió trabajar con extractos fúngicos obtenidos a partir de 

conidios y micelio y se determinó que su concentración de proteínas totales 

fuera superior a los 20 µg/mL como lo determinan los estándares 

internacionales. Sin embargo, se hizo una modificación del vehículo al utilizar 

solución glicero salina en lugar de solución de acetona/aceite de oliva 4:1 (v/v) 

(Okamura, et al., 2003) ya que dicho vehículo puede causar irritación dérmica 

por las propiedades químicas de la acetona. Por lo mismo se determinó el pH de 

los extractos,  siendo el de M. anisopliae var. anisopliae de 6.90 y el de M. 

anisopliae var. acridum de 7.01, en este rango de pH no se genera irritación 

dérmica local. 

Como lo indican las guías de la EPA se hizo un registro individualizado de los 

pesos de los animales a lo largo del estudio. Como puede apreciarse en las 

gráficas de peso a lo largo del estudio  tanto en la primera como en la segunda 

parte se observó un incremento ponderal discreto el cual puede explicarse por 

dos razones: la primera por el estrés al cual se someten los animales al ser 

anestesiados durante cuatro días consecutivos y en segunda debido a que el 

tiempo del estudio es muy breve y no se alcanza a apreciar un incremento 

ponderal significativo.  

Con respecto a las diferencias del peso observadas en ambas partes del estudio 

pensamos que pueden deberse al azar ya que los ratones se asignaron de 

manera aleatoria a cada grupo. Por otra parte, consideramos que deben tenerse 

medidas más estrictas desde el bioterio para asegurar una mayor homogeneidad 
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en el peso de los ratones, siendo el peso superior a los 20 gramos el ideal para 

llevar a cabo un estudio como este. 

Como en cualquier protocolo que utiliza animales es muy importante asegurarse 

de que éstos tengan el espacio, alimento y agua suficiente para evitar conductas 

agresivas (aspecto de suma importancia en este estudio debido a que las orejas 

de los animales deben de permanecer intactas para poder llevar a cabo la 

lectura del edema en las mismas). Se sugiere un numero máximo de cinco 

ratones por contenedor, la cepa debe ser singénica. Si bien es cierto que de 

mantera tradicional se prefiere el uso de cobayos para llevar a cabo estudios de 

alergia, en la actualidad se sabe que existen varias cepas de ratones útiles para 

llevar a cabo estos estudios (Gad et al. 1986). Otros autores han establecido la 

utilidad de la cepa BALB/c como modelo animal para pruebas de alergia (Renz 

et al.,1992; Murali et al., 1993) motivo por el cual se  prefirió ésta cepa (Ward et. 

al., 1986, Gad et. al. 1986, Ward et. al. 2000, Sailstad  et. al. 2003). El sexo 

femenino se eligió por tender a conductas menos agresivas cuando se agrupan 

(Gad et. al. 1994). 

Los animales se observan durante al menos una semana antes de empezar el 

estudio para detectar cualquier signo de enfermedad y se separan del grupo 

aquellos que muestren falla para crecer (determinada por su peso). De igual 

manera no se aceptan animales con alteraciones en una o ambas orejas. Los 

animales se agrupan con un máximo de cinco por caja procurando un mínimo de 

10 ratones para los grupos testigos y un mínimo de cinco para los grupos 
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problema. Las cajas deben estar perfectamente identificadas mediante rótulos ó 

tarjetas (Gad, 1994). 

Debido a que los ratones no se marcan de manera individual, deben ser 

manejados de uno en uno para cada paso del procedimiento y así evitar 

confusiones o  intercambio en los grupos de animales (Gad, 1994). 

A pesar de que con la dilución 1:100 (1.0 g de 2,4 DNFB en 100 ml de solución 

glicero salina) se obtuvieron datos de irritación dérmica al final del periodo de 

inducción, se consideró esta dilución como la óptima para el testigo positivo ya 

que en un estudio preliminar la dilución 1:1000 ( 1.0 g de 2,4 DNFB en 1000 ml 

de solución glicero salina) no logró sensibilizar a este grupo (Gad, 1994).  

La aplicación intradérmica del adyuvante completo de Freund se llevó a cabo 

para detectar a los sensibilizantes con capacidad  leve a moderada ya que 

potencía la respuesta inmunitaria y sirve como depósito para las moléculas con 

capacidad antigénica (Gad, 1994). La remoción del estrato córneo de la 

epidermis es un paso muy importante para incrementar la absorción percutánea 

y por tanto incrementar la sensibilidad del estudio, por lo que se recomienda 

hacerlo previo a la colocación tópica abdominal de la sustancia de prueba 

durante el periodo de inducción (Gad, 1994). 

Durante la primera parte del estudio y al finalizar el periodo de inducción 

fallecieron 15 ratones y en la segunda parte 10 ratones a causa de paro 

cardiorrespiratorio por una sobredosis de anestesia. Se aseguró que cada grupo 

problema contara con un mínimo de diez ratones y que cada testigo contara con 

un mínimo de 5 ratones para efectos del análisis estadístico (Gad, 1994).  
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Se recomienda que se utilicen para la administración de la anestesia peritoneal 

jeringas para insulina libres de látex de 0.5 mL (BD Ultrafine III 31 G x 8 mm) 

para evitar traumatizar la pared abdominal, perforar los intestinos del animal y 

debido a que el látex es un alergeno por excelencia. 

Debido a que nuestras variables eran de tipo cuantitativo continuo se decidió 

hacer un análisis de varianza y una comparación múltiple de medias, con la 

finalidad de asegurar un análisis mas preciso de los resultados y poder 

establecer las asociaciones pertinentes. 

Los ratones de cada grupo se tomaron como sus propios controles y a su vez se 

compararon con los testigos positivos y los testigos negativos.  

Para la primera parte del trabajo se determinó que al inicio del estudio había una 

diferencia significativa entre el peso y el grosor de ambas orejas del testigo 

negativo con respecto de los demás grupos, sin embargo, para el día 10 no 

había ya diferencias significativas intra e intergrupos, por lo que la variación 

inicial de los resultados puede atribuirse a la falta de práctica en el uso del 

micrómetro ya que las lecturas se llevaron a cabo desconociendo los grupos. Se 

observó que a las 24 y a las 48 horas posteriores al reto antigénico, aumentó el 

grosor de las orejas izquierdas del testigo positivo lo que clínicamente se 

observó como un aumento en la vascularidad, edema y eritema de esa oreja 

sobre todo al finalizar el estudio. La diferencia en el grosor de las orejas 

izquierdas de los testigos positivos fue significativa intra e intergrupos con lo que 

se aseguró la correcta realización del estudio. Al finalizar el  trabajo se pudo 
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concluir que el peso del ratón no influye en el grosor de las orejas y que existe 

cierta asimetría intragrupo que tampoco tiene significado estadístico. En todos 

los casos el valor alfa fue igual a 0.05. 

Utilizando las suspensiones de conidios (2ª parte),  a pesar de que existen 

discrepancias entre los pesos de los grupos de ratones estos no influyen en el 

grosor de las orejas. También existe asimetría del grosor de la oreja derecha con 

respecto de su oreja contralateral  al inicio y antes de aplicar el reto antigénico 

sin que exista repercusión estadística. Para el día 11 y el día 12 del estudio 

existe una diferencia significativa entre el grosor de la oreja izquierda con 

respecto de su oreja contralateral entre los testigos positivos y con respecto de 

los demás grupos lo que asegura la correcta realización del estudio. Al igual que 

en la primera parte se aprecian las características clínicas de edema, eritema y 

aumento de la vascularidad en las orejas izquierdas de los controles positivos. 

Estos resultados son consistentes con lo observado utilizando los extractos 

antigénicos fúngicos. 

Con respecto a los estudios histopatológicos se apreciaron infiltrados 

monocitarios característicos de la respuesta de hipersensibilidad de tipo IV en 

las orejas izquierdas de los testigos positivos en ambas partes del estudio; 

mientras que en ambos testigos negativos no se apreciaron alteraciones 

histológicas. 

En la primera parte del estudio los grupos 1A y 1B (EAF) presentaron 

alteraciones tales como exfoliación  y  adelgazamiento epidérmico que puede 

explicarse por la limpieza y el rascado que los ratones hacen a sus orejas de 
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manera habitual. La separación dérmica pudiera explicarse por un aplastamiento 

excesivo de la oreja al llevar a cabo la medición con el micrómetro, situación que 

no se aprecia en los grupos 2C y 2D (SC) en los cuales el resultado histológico 

es prácticamente normal.  

Debe de notarse la presencia de infiltrado mononuclear en dos de los ratones 

tratados con M. anisopliae var. acridum. A partir de estos resultados 

proponemos que se someta a los conidios e hifas a un pretratamiento con 

bicarbonato de sodio al 0.275 %, para reblandecer su pared celular y facilitar la 

salida de antígenos fúngicos lo que permitiría una mayor penetración de éstas 

moléculas a nivel epi e intracutáneo, para incrementar la concentración del 

antígeno fúngico y así optimizar el proceso de sensibilización, aún a expensas 

de la viabilidad de las cepas fúngicas ya que el objetivo de nuestro trabajo es 

establecer la capacidad que tienen estos hongos para generar reacciones de 

hipersensibilidad más que el estudio de su infectividad.  

Por otro lado, al hacer el análisis estadístico no se demuestra una diferencia 

significativa entre el grosor de la oreja izquierda con su oreja contralateral en el 

grupo de los ratones tratados con M. anisopliae var. acridum.

A partir de los resultados histopatológicos del grupo testigo positivo en la 

segunda parte del estudio donde se observan eosinófilos y mastocitos, es 

posible que exista la participación de linfocitos Th2 que son característicos en la 

respuesta tardía que se presenta en los padecimientos alérgicos de tipo crónico. 
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En términos generales se podría concluir que ni el EAF ni la SC de ambos 

hongos utilizados pueden considerarse como sensibilizantes cutáneos en el 

modelo murino ensayado. 
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CONCLUSIONES

Con el método antes descrito se demostró que ambas especies de Metarhizium 

estudiadas no tuvieron la capacidad para inducir una respuesta de dermatitis 

alérgica por contacto en ratones BALB/c. 

 

A partir de los hallazgos histológicos y conforme a lo sugerido por la  EPA de los 

Estados Unidos se propone la realización de un protocolo de sensibilización en 

cobayos (Ej. Prueba de maximización en cobayos [GPMT] ó test de Buehler) 

antes de catalogar a estos hongos entomopatógenos como no sensibilizantes 

cutáneos.  
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ANEXOS

Preparación de medios de cultivo. 
 
Medio de saboraud (Bioxon) 
 
Agar     15.0 g 
Dextrosa   40.0 g 
Peptona de carne    5.0 g 
Peptona de caseína 50.0 g 
Agua c.b.p     1.0 litro 
 
Medio agar papa dextrosa (APD) 
 
Se pesaron 300 g de papa  blanca natural, se pelaron y cortaron finamente, se 
colocaron en un recipiente con un litro de agua destilada y se calentaron hasta 
hervir, se filtró para desechar la papa y obtener un extracto. Se aforó  a un litro 
con agua destilada agregándole 15 g de agar y 20 de glucosa. 
 
Medio líquido de papa zanahoria dextrosa (PZD) 

Se pesaron 20 g de zanahoria y 20 g de papa blanca natural, se pelaron y 
cortaron finamente, se colocaron en un recipiente con un litro de agua destilada 
y se calentaron hasta hervir, se filtró para desechar la papa y la zanahoria y 
obtener un extracto. Se aforó  a un litro con agua destilada agregándole 20 de 
dextrosa. 
 

Soluciones. 
 
Solución de Evans (Amortiguadora de Fosfatos) pH = 7.0 +/- 0.2

Cloruro de sodio (NaCl)       5.0 g 
Ácido Fénico (C6H6O)       4.0 g 
Fosfato de sodio dodecahidratado (Na2HPO4-12H2O)   1.4 g  
Fosfato de potasio (KH2PO4) 0.3 g 
Agua inyectable      c.b.p.   1000 mL 
 
Disolver todos los componentes de la fórmula en un matraz Erlenmeyer, 
determinar pH, aforar a un litro y filtrar con membrana Millipore de 0.20 µm. 
 
Solución de Coca débil (Salino fenolada pH = 7.2) 
 
Cloruro de sodio (NaCl)      5.0 g 
Ácido fénico (C6H6O)      4.0 g 
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Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 2.7 g 
Agua inyectable     c.b.p.  1000 mL 
 
Disolver todos los componentes de la fórmula en un matraz Erlenmeyer, 
determinar pH y  filtrar con membrana Millipore de 0.20 µm. Envasar en frasco 
color ámbar estéril de 1000 mL. Esta solución se descompone con la luz. 
 
Solución Glicero Salina (SGS) 
 
Cloruro de sodio (NaCl)          9.0 g 
Ácido fénico (C6H6O)          4.0 g 
Glicerina        500.0 mL 
Agua destilada       500.0 mL 
 
Disolver todos los componentes de la fórmula en agua destilada en un matraz 
Erlenmeyer y agregar la glicerina. Agitar hasta homogenizar la solución. 
Esterilizar. 
 
Solución Salina al 0.09% 
 
Cloruro de sodio (NaCl)      9.0 g 
Agua destilada           1000.0 mL 

 

Disolver el cloruro de sodio en agua destilada en un matraz Erlenmeyer. Agitar 
hasta homogenizar la solución. Esterilizar. 
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Hoja de registro 
 
GRUPO HONGO 

CONIDIOS EXTRACTO FECHA DIA DEL 
PROTOCOLO CONCENTRACIÓN 

 
CONCENTRACIÓN 

GROSOR DE OREJAS RATON PESO (g) 
OREJA IZQUIERDA OREJA DERECHA 

1.     
2.     
3.     
4.     
5.     
6.     
7.     
8.     
9.     
10.     
11.     
12.     
13.     
14.     
15.     
16.     
17.     
18.     
19.     
20.     
21.     
22.     
23.     
24.     
25.     
26.     
27.     

RATONES 
MUERTOS

RATONES 
RECUPERADOS 

 TOTAL DE RATONES 

OBSERVACIONES 
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Abreviaciones 
 

ADS   Agar dextrosa de Sabouraud 
AMPC   Agente microbiano para el control de plagas 
ANOVA  Analisis de varianza  
APD   Agar papa dextrosa 
CD   Cluster of differentation. 
C3a   Fraccion 3a del complemento 
DAC   Dermatitis alérgica por contacto 
DE50   Dosis efectiva media 
DL50   Dosis letal media 
DNFB 2,4  Dinitrofluorobenceno 2,4 
EAF   Extracto antigénico fúngico 
EPA Environmental protection agency. Agencia de protección 

ambiental 
FCγR1 Receptor for IgG Fc fragment. Receptor de tipo 1 para el 

fragmento cristalizable de la inmunoglobulina G 
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. Factor 

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
GPMT Guinea Pig Maximization Test. Prueba de maximización en 

el cobayo. 
GXM   Glucuronoxilomanana 
HE   Hongo entomopatógeno 
ICAM 1  Intercellular adhesión molecule-1. Molécula de adhesión 

celular de tipo 1. 
IFN   Interferón 
Ig   Inmunoglobulina 
IL   Interleucina 
IL1 R   Receptor para interleucina 1 
LFA Lymphocyte functional antigen. Antigeno functional 

linfocitario 
MEST Mouse ear swelling test. Prueba del edema en la oreja del 

ratón 
MHC  Major histocompatibility complex. Complejo principal de 

histocompatibilidad 
MIF Macrophage migration inhibitory factor. Factor inhibitorio de 

la migración de macrófagos 
MYDD88 Myeloid differentiation primary response gene 88. Gene 88 

de respuesta primaria de diferenciación mieloide. 
NFκB Nuclear  Factor κB. Factor de transcripción nuclear κB. 
PAMP Pathogen-associated molecular patterns. Patrones 

moleculares asociados a patógenos. 
PDED    Proteína dermoepidérmica 
PDZ   Papa dextrosa zanahoria, medio líquido de 
PRR Pattern recognition receptors. Receptores de reconocimiento 

de patrones moleculares asociados a patógenos 
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RAPD-PCR Random amplified polymorfic DNA- Polimerase chain 
reaction. ADN polimórfico amplificado al azar mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa 

RC3b   Receptor para la fracción C3b del complemento 
SC   Suspensión de conidios 
SGS   Solución glicero-salina 
SS   Solución salina 
Th Linfocito T cooperador 
Th1   Linfocito T cooperador de tipo 1  
Th2 Linfocito T cooperador de tipo 2  
Tr Linfocito T regulador 
T CD8+   Linfocito T citotóxico 
Tdth T cell of delayed type hypersensitivity. Linfocito T  de 

respuesta de hipersensibilidad retardada. 
TNF Tumor necrosis factor. Factor de necrosis tumoral 
TLR Tool like receptor. Son un tipo de receptores de patrones de 

reconocimento (PRR’s) 
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Glosario 
 

METODO DE LOWRY Es una técnica para llevar a cabo la cuantificación de 
proteinas totales contenidas en una sustancia problema (Lowry et al, 1951). 
 
PRUEBA DE MAXIMIZACIÓN EN COBAYOS. Guinea pig maximization test 
(GMPT) por sus siglas en ingles. Es una prueba desarrollada en 1969 por 
Magnusson y Kligman para determinar la capacidad de una sustancia para 
desarrollar sensibilización por contacto. Durante el periodo de inducción la via de 
administración es intradérmica, se utiliza adyuvante completo de Freund y se 
coloca un parche oclusivo. El reto se lleva a cabo mediante la colocación de la 
sustancia problema mediante parche oclusivo. Para mas detalles consultar 
bibliografía. (Magnusson et al., 1969). 
 
RAPD-PCR.   Random amplification of polimorfic DNA. AND polimórfico 
amplificado al azar. Es una variante de la técnica de la PCR, prácticamente 
idéntica a la PCR con cebado aleatorio, en la que se utilizan múltiples copias de 
un único cebador en condiciones poco rigurosas. El cebador inespecífico se une 
a muchos sitios del genoma, y los fragmentos obtenidos son el resultado de la 
amplificación de regiones cercanas del ADN plantilla, flanqueadas por dos 
copias del cebador, orientadas en la dirección correcta. Esta técnica puede 
utilizarse para la identificación de microorganismos con fines de diagnóstico 
clínico y epidemiológico. 
 
SECUENCIACION DE REGIONES Procedimiento analítico que permite 
determinar la secuencia de aminoácidos de un polipéptido o la secuencia de 
nucléotidos de una hebra de ADN ó ARN. 
 
TEST DE BUEHLER  Es una prueba desarrollada en 1965 por Buehler para 
determinar la capacidad de una sustancia para desarrollar sensibilización por 
contacto. Durante el periodo de inducción la via de administración es epidérmica 
mediante un parche oclusivo, al igual que el reto. Para mas detalles consultar 
bibliografía. (Buehler, 1965). 
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