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1. Lista de abreviaturas

1,2 DAG: 1-2 diacilglicerol

1,4,5 Pl3: 1,4,5 trifosfato de inositol
AA:Acido Araquidénico.

aa: Aminoécidos.

Ac: Anticuerpo.

AE: Asma extrinseco.

Al: Asma intrinseco.

AALP: Asma Alérgica Leve Persistente
AAMP: Asma Alérgica Moderada Persistente
AASP: Asma Alérgica Severa Persistente
AAGP: Asma Alérgica Grave Persistente
Ag: Antigeno.

ALI: Asma Leve Intermitente.

ALP: Asma Leve Persistente.

AMI: Asma Moderada Intermitente.

APA: Agencia de Proteccion Ambiental.
AMP: Asma Moderada Persistente.
AMPc: Adenosina Monofosfato Ciclico.

ARIA: Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (Rinitis Alérgica y su Impacto en
Asma).

COX: Ciclooxigenasa.
CMTC: Células Mastoides del Tejido Conjuntivo.

CMM: Células Mastoides de Mucosa.



CPA: Célula Presentadora de Antigenos.

DA: Dermatitis Atopica.

FceRI: Receptor para la region cristalizable epsilon. (De alta afinidad).
FceRII: Receptor para la region cristalizable epsilon. (De baja afinidad).
GINA: Global Initiative for Asthma (Iniciativa Global Para el Asma).
GR: Receptor de Glucocorticoides

H-1: Histamina 1

Ig°s: inmunoglobulinas

IgE: Inmunoglobulina de tipo E.

IL: Interleucina.

IMP: Instituto Mexicano del Petréleo.

INF: interferén

ITAM: Motivo de Activacién de Inmunoreceptores basado en Tirosina
ITE: Inmunoterapia Especifica

HRB: Hiperreactividad Bronquial.

kDa: kiloDalton.

Kais: Constante de disociacion

kJ: kiloJoule

LO: Lipoxigenasa.

ng: nanogramo (1 X 107 g).

NK: Celulas Natural Killer

pm: micrémetros (1 X 10 m).

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PAGE: Electroforesis en Gel de Poliacrilamida.

PC: Pruebas Cutaneas.



PCE: Proteina Cationica Eosindfila.

PST: Particulas Suspendidas Totales.

PGD2: Prostaglandina D2

PM: Peso molecular.

RAGP: Rinitis Alérgica Grave Persistente
RALP: Rinitis Alérgica Leve Persistente
RAMP: Rinitis Alérgica Moderada Persistente
RANTES: Regulated Activation, normal T Cell Expresed and Excreted
RASP: Rinitis Alérgica Severa Persistente
RCA: Rinoconjuntivitis Alérgica.

RLI: Rinitis Leve Intermitente.

RLP: Rinitis Leve Persistente.

RMI: Rinitis Moderada Intermitente.

RMP: Rinitis Moderada Persistente.

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

SNC: Sistema nervioso central.

SAOQ: Sindrome de alergia oral.

SSa: Secretaria de Salud.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

TXA2: Tromboxano A2

VCAML1: vascular adhesion molecules-l (moléculas de adhesion vascular-I)

ZMCM: Zona Metropolitana de la Ciudad de México.



2. Introduccion
Acufiado en 1906 por Clemens Von Pirquet, el término alergia se refiere a las

reacciones de tipo inmunolégico en las cuales se observa una respuesta de
hipersensibilidad contra alergenos presentes en polenes, desechos de animales
(acaros, perro, gato, cucaracha), conidios y micelios de hongos y otras particulas
suspendidas en el aire. Estas reacciones estan mediadas por anticuerpos de la clase
IgE y forman parte de las enfermedades respiratorias de naturaleza no infecciosa
como la rinitis y el asma. Estas patologias constituyen hoy en dia un problema de
salud publica ya que su incidencia en poblacion de diversas edades las posiciona
como una de las principales causas de ausentismo tanto laboral como escolar. Su
deteccion y tratamiento constituyen un gasto importante tanto para los pacientes como
para los organismos de salud y seguridad social. Estudios recientes han demostrado
gue estos padecimientos afectan entre el 30 y el 45% de la poblacion mundial. Pero
no solo la alergia se presenta en las vias aéreas, si los alergenos ingresan al
organismo via oral (alimentos), también se pueden observar manifestaciones
alérgicas a diferentes niveles del sistema gastrointestinal e incluso la piel. Patologias
como la dermatitis atopica, urticaria, angioedema y el sindrome de alergia oral son los
que mas frecuentemente se asocian a las alergias alimentarias. Los alergenos mas
frecuentes se encuentran en frutos secos, alimentos de origen animal como la carne,

huevo y los lacteos asi como también cereales y vegetales. %6 1189

Se ha observado que algunas de las proteinas presentes en alergenos polinicos
también se encuentran en estructuras de otros vegetales (panalergenos), ya sea en
sus polenes o en componentes quimicos de sus frutos aun cuando las especies se
encuentren separadas filogenéticamente. Este fendmeno se denomina cruce
alergénico. Ejemplo de estos casos es el que se observa en la reaccién alérgica
cruzada entre el polen de diversas especies de abedul (Betula sp) y frutos de la
familia Rosaceae (manzana, durazno (melocoton), pera, membrillo, albaricoque,

ciruela, capulin, cereza, frambuesa, zarzamora, fresa (frutilla).**2 %0

En este trabajo se estudi6 la reaccion alergénica cruzada entre los pélenes de cinco
arboles: Casuarina equisetifolia L (pino australiano) con Fraxinus uhdei (Fresno),
Betula occidentalis (Abedul), Quercus vellutina (Encino) y Liquidambar styraciflua

(Maple o suchiate).



3. Bases inmunologicas

Hipersensibilidad
La hipersensibilidad es una respuesta inmune adaptativa que se genera en forma

excesiva o0 inapropiada al estar en contacto constante y subsecuente con
moléculas inocuas, pueden ser propias o0 extrafias, que en condiciones normales
no desencadenan reacciones de tipo inmunitario. Es una caracteristica individual,
genera dafo tisular que se manifiesta cuando ocurre contacto subsecuente con la

particula sensibilizante.

En 1963 Peter Gell y Robert Coombs identificaron cuatro tipos de hipersensibilidad
clasificandolas de acuerdo a la naturaleza de la respuesta que el sistema inmune

monta frente al antigeno y a la sintomatologia clinica que se observa.®* 12:17.86.89.

1, 46, 52, 68, 69 )

Hipersensibilidad tipo |

Llamada también anafilactica o inmediata. Se genera a partir de los mastocitos
sensibilizados con anticuerpos IgE o IgG,4 unidos a la membrana mediante la
fraccion Fc. Al contacto con el antigeno alergénico, ocurre un entrecruzamiento de
IgE adyacentes lo cual induce a la degranulacion del mastocito liberando
mediadores quimicos, como las aminas vasoactivas, que alteran la permeabilidad

vascular asi como la contraccién del musculo liso de diferentes 6rganos.

Hipersensibilidad tipo I

Denominada citotoxica. Depende de anticuerpos que estan dirigidos a antigenos
que se encuentran presentes en células propias del individuo, y que al unirse a
ellos conducen a una accién citotoxica por células NK, lisis mediada por el

complemento o bien dejan a la célula propensa a ser fagocitada.

Hipersensibilidad tipo I

Mediada por complejos inmunes, se desencadena cuando dichos complejos
(formados por anticuerpos IgG unidos a antigenos solubles) se forman en gran

cantidad en el torrente circulatorio o bien cuando estos complejos no pueden ser
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eliminados por el sistema reticulo endotelial. Los complejos grandes fijan al
complemento, son transportados al higado o al bazo y son eliminados por
fagocitosis. Cuando el tamafio de los complejos inmunes es pequefio, tienden a
depositarse y a generar reacciones inflamatorias sobre glomérulos y pequefios
vasos sanguineos. Estos depdésitos generan que los neutrofilos sean atraidos al
sitio y generen dafio tisular como consecuencia de la accién de las moléculas que

liberan.

Hipersensibilidad tipo IV

Ocurre cuando las células T sensibilizadas por un antigeno liberan linfocinas
después de un contacto secundario con dicho antigeno. Estas linfocinas (INF-y e
IL-2) inducen reacciones inflamatorias, activan y atraen a los macréfagos quienes

liberan otro tipo de mediadores.

Alergia
Del griego dAAog (otro, diferente) y goyov (trabajo o funcidén). Reaccion alterada o

exagerada de la respuesta inmunitaria hacia moléculas que generalmente son
inocuas para la poblacion general. La alergia corresponde a la hipersensibilidad
tipo | y se manifiesta con sintomas respiratorios, cutaneos o nerviosos pudiendo

generar la muerte del individuo.

Para que una persona se sensibilice a particulas anemofilicas es necesario que
presente un factor genético conocido como atopia. A un individuo que presente
enfermedad clinicamente manifiesta se le denomina atopico. En estos pacientes
las enfermedades alérgicas pueden variar generando incluso coexistencia de
patologias, estando presente siempre los alergenos en su medio ambiente como
factor desencadenante. La exposicion repetida y subsecuente a particulas
alergénicas conduce a la produccion de anticuerpos de la clase IgE contra estas

moléculas, por los plasmocitos activados por la IL4 producida por el linfocito Th,

Las moléculas de IgE sensibilizan a los receptores de alta afinidad (FceRI)
presentes sobre las membranas de mastocitos del tejido conectivo (piel) y en

mucosas (nasal y bronquial), asi como sobre basdfilos presentes en la sangre. La
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exposicién subsecuente al mismo alergeno le permite penetrar la submucosa y
entrecruzar a dos anticuerpos IgE adyacentes, este proceso es inmediato y
conlleva a la degranulacion de mastocitos con la subsecuente liberacion de
histamina-1 (H1), heparina, bradicinina, serotonina y factores quimiotacticos, todos
responsables del mecanismo de hipersensibilidad inmediata tipo | (segun la
clasificacion de Gell y Coombs). Esta respuesta genera prurito, estornudos,
rinorrea y obstruccion nasal en la rinitis alérgica, mientras que en el asma genera
estertores, sibilancias, tos, y obstruccion bronquial. Ocho horas mas tarde, a partir
del acido araquidonico de las membranas de los mastocitos degranulados, se
sintetizan prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos que perpetdan y generan

una respuesta alérgica cronica. 11 48 46. 57. 5. 23, 76.80. 68, 69, 41)
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Figl. Esquema que ilustra el mecanismo de sensibilizacién a particulas alergénicas, asi

como las células y moléculas que participan.



Genética de la alergia

Los genes implicados en el desarrollo de las enfermedades alérgicas no han sido
definitivamente identificados sin embargo, existen multiples genes candidatos que
influyen, en diverso grado, en el desarrollo de las mismas. La herencia de las
enfermedades alérgicas es de tipo poligénico y la forma en que actian estos se ha
explicado con la llamada hipotesis aditiva, la cual considera que cuando hay varios
genes implicados en el desarrollo de una patologia, cuantos mas concurran en un
mismo individuo, mas probable es que se desarrolle la enfermedad. La historia
familiar aporta datos importantes sobre la enfermedad alérgica. Estudios
prospectivos demuestran que si un padre expresa alergia en la forma de dermatitis
alérgica, asma o rinitis alérgica, existe una posibilidad de entre 38-58% de que su
hijo o hija sean alérgicos. Si ambos padres padecen de alguna enfermedad
alérgica, la posibilidad de padecer alguna patologia alérgica se incrementa entre
60-80%. Los genes involucrados en el desarrollo de las enfermedades alérgicas

se exponen en la siguiente tabla.

Cromosoma Fenotipo Gen Funcion
asociado
2q14-33 Asma IL-1Ra, Receptor de IL-1
CTLA4 Molécula coestimuladora en LT
activados.
5031-33 Asma-IgE IL-3, IL-5 | Factor de crecimiento de
IL-4 Eosinodfilos y basdfilos
IL-9, IL-13 | Produccion de IgE
Rec B2 Induccion de Th;
LTC4 Factores de Crecimiento

sintetasa Unién a b2 con funcion AMPc-
dependiente

6p21.3-23 Asma, IgE total, HLA- Il Presentacion de Antigenos
IgE especifica TNFa Citocina-pronflamatoria
7p15-14 Asma, IgE GPRA Receptor acoplado a proteinas G
11913 Asma, IgE, FCRIla Receptor de IgE de alta afinidad
Atopia

PC’s positivas a
neumoalergenos

12q14.3-24.1 Asma, IgE IFNy Inhibidor de IL-4
STAT 6 Factor de transcripcion de
citosinas
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12924.3 Asma NOS-1 Produccion de 6xido-nitrico
(sintetasa)
14911.2 IgEespecifica TCRa Reconocimiento de antigenos
PC’s positivas NF-kfInh | Activacion de multiples genes de
citosinas
6pl2 IgE IL-4Ra Receptor de IL-4 (sefial celular)
19g13.1-13.3 Asma TGEB1 Sintesis de IgE
20p13 Asma ADAM33 | Metaloproteasa

Tablal. Polimorfismos genéticos relacionados con el desarrollo de enfermedades alérgicas.

Existen otros factores secundarios que pueden ser desencadenantes de alergia,
entre estos se encuentran la ablactacidn temprana, la ingesta de alimentos
potencialmente alergénicos e infecciones recurrentes (intestinales o respiratorias)
en los primeros tres meses de vida asi como la contaminacion ambiental
intradomiciliaria como el tabaquismo y mascotas, y la extrinseca que involucra

humo, gases y particulas suspendidas en el aire.®% 25 26.8)

Hipodtesis de la higiene

En 1989 David Strachan propuso la denominada hipotesis de la higiene segun la
cual la creciente incidencia de pacientes alérgicos en general estan relacionada
con la exposicion disminuida a enfermedades bacterianas, virales, aumento de la
higiene personal, la disminucion del tamafio familiar y al contacto més limitado con
animales. Concluyé que ser duefio de una mascota, vivir en granjas, asistir a
guarderias o0 tener hermanos ayudaba al sistema inmune a adaptarse
apropiadamente de forma que no hay reaccion desmedida a un estimulo

ambiental.

De acuerdo con esta hipotesis el sistema inmune en ausencia de exposicion
repetida a sustancias dafinas, reacciona y se estimula excesivamente frente a
sustancias externas inocuas para el ser humano, como los pélenes, dando como
resultado el desarrollo de las alergias. Esta teoria explica por qué en los paises
industrializados se da una gran prevalencia de enfermedades de hipersensibilidad
y autoinmunes en comparacion con su ausencia 0 poca prevalencia en paises

subdesarrollados.
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Los linfocitos Th; producen IFN-y que neutraliza la respuesta Thy, los linfocitos Th;

producen IL-4 que impide la respuesta Th;. La ausencia de IFN-y por ausencia de

infecciones favorece la respuesta Th,. (056 57.85.75.79)

Los mastocitos
Los precursores de los mastocitos o células cebadas se forman en la médula

O0sea durante la hematopoyesis desde donde migran hacia tejidos vascularizados
como la piel, la via respiratoria, el tracto gastrointestinal y el tracto urogenital
donde se diferencian a células maduras. En la piel residen alrededor de 10,000

células por mm>,

Los mastocitos tienen forma globosa y un tamafio entre 10 a 12um, poseen
granulos metacromaticos que contienen moléculas vasoactivas como H-1, triptasa,
guimasa, carboxipeptidasa y serotonina. Los mastocitos no se encuentran en

circulacién sanguinea.
Se han descrito dos poblaciones de mastocitos:

a) CMTC Células Mastoides del Tejido Conjuntivo: Se encuentran en la
mayoria de los tejidos alrededor de los vasos sanguineos, tienen un periodo
de vida de mas de 40 dias, presentan 3x10* receptores FceRl en su

superficie y gran contenido de granulos de H-1.

b) CMM Células Mastoides de Mucosa: Se encuentran altamente
concentrados en el pulmén y mucosa del intestino medio, tienen un periodo
de vida de hasta 40 dias y presentan en su superficie alrededor de 2x10°

receptores FczRI. Su contenido de H-1. es relativamente bajo. ¢ 57- 104345
73,77, 33, 74)

Los eosinofilos

Los eosinofilos son leucocitos del tipo granulocito circulantes en sangre. Se
desarrollan en la médula 0sea por estimulacion de IL5, IL3 y el factor estimulante
de colonias granulocito-macréfago su tamafio va de 10-12 ym. Tienen una vida

media de 3 a 4 dias antes de migrar hacia los tejidos donde permanecen durante
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varios dias mas. Representan, en condiciones de salud, alrededor del 5% del total
de leucocitos. Durante las enfermedades alérgicas su concentracion se ve elevada
al igual que durante infecciones parasitarias. Contienen granulos metacromaticos
que se tifien de rojo con la eosina. Estos granulos contienen moléculas que
durante la reaccion alérgica perpetdan el proceso inflamatorio. Entre estas
moléculas destacan hidrolasas lisosomales, fosfolipasas, neurotoxinas, la proteina
basica mayor o principal (que es téxica para células eucariontes) y diferentes
proteinas catidnicas que tienen efecto toxico contra células eucariontes y
procariontes, ambas proteinas son ricas en arginina. Estas moléculas que tienen
importante actividad en la destruccion de parasitos, al ser liberadas en ausencia
de ellos, tienen la capacidad de dafiar e inflamar el tejido de manera crénica
dando lugar a la reaccién alérgica tardia. Los eosindfilos se reconocen como la

causa principal del dafio generado en la via aérea que ocurre en el asma crénico.
(56, 57, 10 43, 45, 73, 77, 33, 74)

Receptor de alta afinidad (FceRI)

Presenta una afinidad hacia la IgE de 1-2x10°M. Al igual que los baséfilos, en la
superficie de los mastocitos se expresan abundantemente (hasta 200°000/ célula).
El receptor de alta afinidad Fc.RlI que se une a IgE también se expresa en otras

células como eosindfilos y plaquetas.

Este receptor se expresa como un heterotetramero afy, Estd compuesto por
cuatro cadenas polipeptidicas una de las cuales es a, una B y dos cadenas
idénticas denominadas y unidas por un puente disulfuro. La cadena o es un
proteina integral tipo | de membrana que contiene sitios de uniéon a Fc en su
fraccion extracelular (N terminal). Las cadenas By y ejercen principalmente
funciones citoplasmaticas de sefalizacion celular. La cadena a contiene dos
dominios extracelulares al y a2 (leidos desde el amino terminal) compuestos por
80 aminoéacidos (aa), estos dominios cuentan ademas con una fraccién de tipo
intermembrana de 20 aa y algunas secuencias citoplasmaticas de tamafio

variable. La cadena B atraviesa cuatro veces la membrana celular y hacia su
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extremo C presenta una secuencia denominada Motivo de Activacion de
Inmunoreceptores basado en Tirosina (ITAM) el cual interactda con las proteinas
cinasa de tirosina para transducir las sefales de activacion celular. El enlace
cruzado de Fc.RI genera fosforilacion de tirosina que a su vez desencadena el

proceso de desgranulacién de las moléculas vasoactivas de los mastocitos.®” %

11, 44,46, 74,48)
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Fig 2. Representacion esquematica del receptor FceRI de alta afinidad.

Receptor de baja afinidad (FceRII)

Designado también CD23 no pertenece a la familia de las inmunoglobulinas, es
una lectina tipo C dependiente de calcio (PM de 36 KDa).

Posee especificidad para el dominio CH3/CH4 de la IgE y se une a esta con una
baja afinidad (Kgs=1x10°M) en comparacién con FceRl. La funcién de este
receptor es la de regular la intensidad de la respuesta mediada por IgE. La
fragmentacion de FceRIl produce una molécula de CD23 soluble cuyo numero
aumenta durante la respuesta alérgica e infecciones helminticas, que puede

combinarse con los anticuerpos IgE a través de la parte protéica de CD23. ©7 %8 11

44, 46)
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Fig 3. Representacion esquematica del receptor FceRlIl de baja afinidad.

Dado que los mastocitos presentan Fc.RI en su superficie, pueden sensibilizarse

con anticuerpos IgE después del primocontacto con un alergeno.

La liberacion de sus granulos vasoactivos es un evento que ocurre cuando se da
un entrecruzamiento entre anticuerpos IgE fijados en la superficie celular, o bien
cuando hay entrecruzamiento de receptores adyacentes. Existen otras
posibilidades de desgranulacién y liberacion de H-1 como las que se ejemplifican

en la figura 4.
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Fig. 4. Mecanismos que generan la degranulacion de los mastocitos.

Las lectinas como la concanavalina A también pueden provocar desgranulacion de

mastocitos (por ejemplo después de la ingesta de fresas).

El mecanismo bioquimico de la desgranulacién de los mastocitos inicia con el
entrecruzamiento de moléculas de IgE adyacentes, ya sea por union de antigenos
alergénicos, por otros anticuerpos o por lectinas. Este entrecruzamiento activa a la
enzima transmembranal fosfolipasa C que hidroliza un fosfolipido de inositol
generando dos productos 1,2 Diacilglicerol y 1,4,5-Trifosfato de inositol. Ambos
productos son segundos mensajeros para la activacion celular que culmina en la
liberacién de calcio intracelular, que a su vez da como resultado la liberacion de H-

1 y otros mediadores quimicos asociados a granulos.

Ademas de la liberacion de granulos de H-1 y otras moléculas preformadas, la
activacion de los mastocitos tiene como segunda consecuencia la induccién de la
sintesis de mediadores formados de novo. Estos mediadores se forman a partir

del Acido Araquidénico (AA) que conduce a la produccién de prostaglandinas y

19



tromboxanos por la via de la ciclooxigenasa (COX) y leucotrienos por la via de la

lipoxigenasa (LO). 33 74 57.58.72.74)

Antigeno

Liberacion de histamina

Fig. 5. Mecanismo bioquimico de la degranulaciéon de los mastocitos.

Mediadores quimicos liberados por los mastocitos

a) Mediadores preformados
Histamina (H-1)
Del griego /o1d¢ (histos): tejido + amina: Amina de los tejidos. Es el nombre que se
le dio al mediador asociado a los mastocitos, su nombre quimico es p-

aminoetilimidazol y se forma a partir de la descarboxilacién de la histidina.



NH

OH

Histidina
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Descarboxilasa \/
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Histidina Histamina

Fig. 6. Biosintesis de la histamina

La H-1 es el componente mayoritario de los granulos presentes en los basdfilos y
en los mastocitos (10% del total de los granulos) de modo que se encuentra
distribuida en el organismo sobretodo en tejidos que contienen abundantemente
estas células como por ejemplo la mucosa del arbol bronquial, la piel y la mucosa
intestinal, asi como las neuronas dentro del SNC, células en regeneraciéon o de
tejidos de rapido crecimiento en los cuales el recambio de H-1 es rapido porque

hay una liberacién continua mas que un almacenamiento. %74 11.42.50)

H-1 contribuye a la progresiéon de las respuestas alérgicas de diferentes maneras:
aumenta secrecion de citocinas inflamatorias como IL1a, IL1B, IL6, quimiocinas
como RANTES o IL8 en células de tejidos locales, disminuye la presion sanguinea
y aumenta la permeabilidad capilar. In vivo se ha observado que su funcién como
guimioatrayente de eosindfilos se ve aumentada por otros factores como la IL5
gue es una molécula fundamental para la activacion y supervivencia de estas
células. Recientemente se ha demostrado que un receptor llamado HR4 es el
responsable del reclutamiento selectivo de los eosindfilos asi como de la

activacion de los mastocitos. (/% 74 160

Receptor H-1(HR1)

Formado por 487aa presenta un PM de 56KDa presente en los bronquios y en el
endotelio de los pequefios vasos, en musculo liso de la via aérea, aparato
cardiovascular, SNC, y nervios sensitivos. Esta asociado a dos localizaciones en
cromosomas humanos 3p25, 3pl4-p2l. Este receptor presenta una mayor
afinidad por H-1 y media una respuesta dilatadora relativamente rapida y de corta
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duracion. Su union con H-1 induce la contraccion del muasculo liso intestinal y
bronquial, asi como un incremento en la permeabilidad de las vénulas. La union a
este receptor estimula a las células del sistema inmunitario potenciando su

actividad inflamatoria por la migracion incrementada al sitio de inflamacion.
Receptor H2 (HR2)

Se encuentra presente en la mucosa gastrica y en la piel. Estd compuesto por
359aa y posee un PM de 40KDa, su codificacion se localiza en el cromosoma 5.
Su unién a la H-2 genera un incremento en la permeabilidad vascular que se da
con relativa lentitud, es ademas més sostenida. Estos efectos vasodilatadores
estan mediados por AMPc. Se encuentra presente también en musculo liso donde
su activacién tiene accién relajante; y en musculo bronquial humano, en donde su
activacion es responsable de la dilatacion de este tejido. Con estimulacion de las
glandulas exocrinas. Es responsable de las secreciones géstricas, la relajacion

esofagica y la hipersecrecién de moco.
Receptor H3 (HR3)

Esta compuesto por 445aa y su peso molecular es de 70KDa. Su codificacion se
encuentra en el cromosoma 20. Se expresa en el SNC, la via aérea el sistema
nervioso periférico y el tracto digestivo. Se le relaciona con la secrecion de acido
gastrico y funciona como heteroreceptor presimpético en el SNC vy periférico, aqui
participa H-3.

Receptor H4 (HR4)

Se codifica en la regiéon 18g11.2, su estructura consta de 390aa. Se expresa en
leucocitos, medula 6sea, bazo, pulmones, higado y colon, donde interacciona con
la H-4. Tiene actividad de transcripcion estimulada por IL-6 y TNF-a e inhibida por
IL-10 e IL-13, (72 74 11.60)
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Bradicinina

Es un potente constrictor de los bronquios, durante los episodios alérgicos actla
uniéndose a un receptor B, en el musculo liso de estos. La estimulacion de la
produccion de moco por las células calciformes y por glandulas mucosas también
es otras de sus funciones. Tiene la capacidad de dilatar los vasos bronquiales

provocando exudacion de plasma hacia el endotelio vascular.
Triptasa

Es expresada tanto en baséfilos como en mastocitos. Existe como un tetramero de
subunidades que se unen de manera no covalente. Tienen un peso entre 31 a
38KDa. Sus formas principales son la a-triptasa (al y all). Funciona como un
marcador de activacion de mastocitos, estando presente hasta en cantidades 5
veces mayores en mastocitos de la piel en comparacion con los presentes en la

mucosa pulmonar.

Durante las reacciones alérgicas es liberada por los mastocitos sensibilizados, su
principal actividad es de serinesterasa, ademas estimula al musculo bronquial a

ser contraido por otros mediadores como H-1.
Quimasa

Es wuna serinproteasa liberada en forma de complejos junto con la
carboxipeptidasa y proteoglicanos. Tiene la capacidad de activar a los eosindfilos,
estimular la produccion de moco y degradar la matriz extracelular generando dafio

en epitelios.

b) Mediadores formados de novo
A partir de las membranas de mastocitos desgranulados se activa el Acido

Araquidonico (AA), para generar mediadores llamados de novo por dos vias

diferentes, la via de la ciclooxigenasa (COX) y la de la lipoxigenasa (LO).
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Prostaglandina D, (PGD,)

Es el producto mas abundante de la via de la COX, interacciona con receptores
DP; y DP,. DP; esta presente en células secretoras de moco de la mucosa nasal,
en glandulas sebaceas, endotelio vascular, células Thy, células dendriticas y
eosinofilos. Actua incrementando el efecto vasoconstrictor de la H-1, produce
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad capilar, induce supervivencia de los

eosindfilos y la secrecion de moco.

DP, se expresa en células CD4+Th2 y los CD8+Tc2, basofilos y eosindfilos, en
estos ultimos induce la desgranulacion y aumenta su respuesta quimiotéctica a
otras citocinas. Ademas aumenta la permeabilidad microvascular y constriccion de

arterias coronarias.
Tromboxano A; (TXAy)

Al igual que las prostaglandinas, el tromboxano A, es un mediador formado de
novo que se sintetiza a partir del Acido Araquidonico por la via COX. Tiene una
importante actividad como agregador plaquetario y vasoconstrictor. Tiene
relevancia ademas en algunas enfermedades cardiovasculares ya que genera
vasoconstriccion coronaria y promueve la prevalencia de episodios de angina

inestable.
Leucotrieno C4

Los leucotrienos tienen como origen los leucocitos, se forman a partir del Acido
Araquidénico metabolizado via LO. Inicialmente se genera un intermediario
inestable denominado A; que al interactuar con la enzima C,; sintetasa de
leucotrieno genera a este leucotrieno (Leucotrieno C,4). Tiene la capacidad de
aumentar la secrecion de moco, es un potente broncoconstrictor y aumenta la

permeabilidad capilar.
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Factor activador plaguetario

Producido por basdfilos, macréfagos, neutréfilos, plaquetas y mastocitos se
genera por remocion de grupos alquil de fosfolipidos de la membrana mediante
hidrolisis por fosfolipasa A,. Funciona como quimioatrayente de eosinofilos,
neutrofilos y linfocitos TCD4; es un potente constrictor bronquial, aumenta la

permeabilidad vascular y genera descamacion del epitelio bronquial.®® 1 37 58 55
60, 52, 74, 16, 17, 54, 90)

Quimiocinas vy citocinas
Las respuestas celulares que tienen lugar en la alergia se llevan a cabo

mediante moléculas denominadas citocinas y quimiocinas, de las cuales, las

mas sobresalientes se describen a continuacion.
Interleucina 1 (IL1)

Esta representada por cuatro péptidos IL1a, IL1f, IL1 receptor antagonista e IL18.
Las primeras tienen efectos similares e interactian con los dos receptores de IL1
con una afinidad muy similar. La IL1 tiene dos receptores expresados en linfocitos

B y en neutrdfilos.
e Receptor IL1 tipo I: transduce los efectos de la insulina.

e Receptor IL1 tipo II: tiene un dominio intercelular muy pequefo, su
interaccion con IL1 tiene un efecto antinflamatorio y es conocido como

receptor sefiuelo.

La captacion de IL1 receptor antagonista por su receptor tipo | (que tiene funcion

pro-inflamatoria) sin transducir la sefial, es la base de su efecto antagonista.

IL1 es producida principalmente por fagocitos mononucleares, por células
endoteliales, queratinocitos, osteoblastos y neutréfilos. Su produccién puede ser

estimulada por endotoxinas, otras citocinas, microorganismos y antigenos.

Los mecanismos de secrecion de IL1 dependen de la escision por una enzima

llamada caspasa 1 o enzima transformante de IL1.
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Su funcion biolégica mas importante es su capacidad de activar linfocitos T
mejorando la produccion de IL2 y la expresion de los receptores de IL2. En
ausencia de IL1 se observa disminuida la respuesta inmune y se generan estados

de tolerancia.

IL1 aumenta la proliferacion de linfocitos B y la produccion de inmunoglobulinas.
Puede interaccionar con el sistema nervioso central produciendo fiebre, letargia y
suefio. Su interaccidén con hepatocitos inhibe la sintesis de albumina y estimula la
sintesis de proteinas de fase aguda como amiloide, proteina C reactiva y el
complemento. Estimula la adhesion de leucocitos a las células endoteliales a
través de regulacion positiva de ICAM-l y selectina E. La IL1 es secretada en
procesos inflamatorios, su regulacion positiva esta dada por otras interleucinas
como L4, IL6 e IL13.

Interleucina 4 (I1L4)

Producida por Th,, eosinofilos, basofilos y mastocitos. Se encuentra preformada
en eosinodfilos y basdfilos en forma de granulos internos que pueden ser liberados
rapidamente en la respuesta alérgica inflamatoria. IL4 es un estimulante para la
expresion de moléculas MHC II, B7, CD40 y FceRIl en linfocitos B, ademas induce
el cambio de isotipo de IgM a IgE. La presencia de otras interleucinas como IL5,
IL9 e IL6 sinergizan con IL4 para incrementar la secrecién de IgE. IL 4 tiene
efectos en la diferenciacion y el crecimiento de células T ademas les permite
prevenir la apoptosis provocando el mantenimiento de la respuesta inmunologica.
La produccion de IL4 por Th, hace a estas células refractarias a la influencia de

los corticosteroides.

Tiene ademas la capacidad de inducir la expresion de moléculas de adhesion a
células vasculares (VACM-I) mejorando la adhesion de células T, eosindfilos,
basdfilos y mastocitos. En mastocitos promueve la expresiéon del receptor de IgE,
induce la expresién de la enzima leucotrieno C4 sintasa; estimula ademas la

produccion excesiva de moco en las vias aéreas.
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Los receptores funcionales de IL4 son heterodimeros que consisten en una
cadena IL-4Ra interactuando con una cadena y compartida, o de una cadena
IL13-Ral. Este uso compartido de las cadenas explica muchas de las similitudes
de los efectos biologicos de las citocinas IL4 e IL13. Niveles altos de IL4 inhiben

fuertemente el efecto de la IL2, es decir suprime la inmunidad celular.®® 3 11.57.58

29, 1, 56)

Interleucina 13 (IL13)

Es homologa a la IL4 y comparte muchas de sus actividades biologicas en los
fagocitos, las células endoteliales y las células B. La IL13 induce el cambio de
isotipo a IgE y la expresion de VCAM |I. Los receptores funcionales de IL13 son
heterodimeros que contienen una cadena IL4Ra y una Unica cadena IL13Ra. Este
receptor estd mas limitado que IL4Ra en cuanto a su expresion. Est4 presente en
endotelios, células B, fagocitos y basdfilos pero no en mastocitos ni en células T.
Esta distribucién de IL13Ra explica por qué la IL4 es la Unica con capacidad de
inducir la diferenciacion de Th, y la activacion de mastocitos. Sin embargo IL13,
puede identificarse con mayor facilidad en tejidos con inflamacién ya que se

produce mas ampliamente que la IL4.®% 13 11.57.58, 29,1, 28)

Interleucina 9 (IL9)

Descrita originalmente como factor de crecimiento de mastocitos, tiene la
capacidad de producir proteasas en los mastocitos asi como también ayudar tanto
al crecimiento como a la supervivencia de los linfocitos T. Incrementa ademas la
expresion del receptor FceRI. La IL9 es producida por eosindfilos y linfocitos Thy,
induce la expresion de la eotaxina. Sinergiza con IL5 para aumentar la produccién

de eosindfilos y con la IL4 para aumentar la produccion de IgE.
Interferén gamma (INFy)

Es un importante regulador de la sintesis de IgE. Tiene como funcién inhibir la

respuesta alérgica a través de su capacidad de inhibir a la IL4 mediadora de la
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expresion de FceRI y el cambio de isotipo hacia IgE. Su origen son los linfocitos

Th-1 activados.
Interleucina 25 (IL25)

Contribuye a la secrecion de IgE a través de su capacidad para estimular la

produccion de IL4 e IL3. Es un derivado de Thy, ©% 13

Inmunoglobulinas
Las inmunoglobulinas o anticuerpos son glucoproteinas sintetizadas en los

linfocitos B. Constituyen el componente humoral de las reacciones inmunitarias.

Las inmunoglobulinas (Ig’s) se componen de cuatro polipéptidos, dos cadenas
pesadas idénticas entre si y dos cadenas ligeras idénticas entre si. Cada una de
las dos cadenas ligeras esta unida a una cadena pesada mediante un puente
disulfuro. Las cadenas pesadas se encuentran unidas entre si a través de otro tipo
de puente disulfuro. Cada cadena pesada y ligera tienen dos dominios
funcionales: la regidn constante y la region variable. Las regiones variables de las
cadenas ligeras y pesadas se combinan para formar el sitio de union al antigeno

conocida como regién hipervariable. 74 6979

Todas las moléculas de anticuerpo comparten las mismas caracteristicas
estructurales basicas, pero muestran una gran variabilidad en el sitio de unién a
antigenos.Las inmunoglobulinas tienen varios isotipos que estan determinados por
la fraccidn cristalizable (Fc) de la cadena pesada. Los isotipos definen a las clases

y las subclases de los anticuerpos denotados como: i, Y2, V3, ¥4, Ol1, 02, A1, O, E.

En general, las inmunoglobulinas o anticuerpos tienen tres principales funciones

efectoras después de unirse al antigeno:

1) Neutralizacion del antigeno o toxina en complejos solubles evitando que se

unan a otras células.
2) Opsonizar antigenos via cascada del complemento o interaccion con FcyR.

3) Forman enlace cruzado de anticuerpo-receptor.
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Inmunoglobulina G (IgG)

Inmunoglobulina que se presenta en mayor concentracion en el suero (85% aprox
de las Ig’s totales). Un incremento de IgG en suero es caracteristico de una
respuesta de memoria a un cierto antigeno. Presenta cuatro subtipos de los cuales
IgG1 es el mas prevalente. Los subtipos 1gG1l, 1gG2 e IgG3 se consideran
anticuerpos Th; mientras que 1gG4 se considera Th, Aunque los subtipos son 95%
homélogos, presentan algunas diferencias funcionales como que IgG4 no activa la
cascada del complemento. El papel de la IgG es proveer a los infantes inmunidad
pasiva ya que es el Unico isotipo capaz de atravesar la placenta, excepto 1gG2.

Su concentracién es de 450 a 1700 mgs/dl.
Inmunoglobulina A (IgA)

Su principal papel es la inmunidad en mucosas. Existen dos subclases IgAl e
IgA2, pueden ser encontrados como monomeros o polimeros. En sangre
encontramos frecuentemente IgA1 monomeérica, la forma polimérica (dimérica)

contiene una cadena J que une a dos unidades monoméricas de IgA.

La IgA polimérica puede unirse a polirreceptores y ser transportada a través de la
mucosa epitelial, se comporta como un anticuerpo primario de las secreciones
tisulares. La deficiencia de IgA selectiva es la inmunodeficiencia primaria mas

comun. Su concentracion sérica normal es de 150 a 450 mgs/dl.
Inmunoglobulina M (IgM)

Pentdmero de unidades monoméricas unidas por enlaces disulfuro. Este
pentdmero se une a su vez a una cadena J. La IgM es el primer anticuerpo
presente después de un estimulo antigénico. Tiene la capacidad de activar y unir
al complemento a través de la via clasica. Presenta 10 sitios de accion para
neutralizar antigenos pero sélo puede usar 5 dado el impedimento estérico. Su

concentracion sérica normal es de 50 a 250 mgs/dl.
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Inmunoglobulina D (IgD)

Su concentracion en suero es muy baja (0.2% del total de las 1g°s). Su funcién no
esta bien definida pero parece ser un receptor a antigeno unido a la membrana de
las células B. Es una proteina sumamente labil tanto a la protedlisis como al calor
lo cual ha dificultado mucho su estudio. Presenta alrededor de 12% de
carbohidratos asociados a la cadena 8. Carece de la capacidad de unir al
complemento. Aunque su funcion y la especificidad de sus sitios activos no estan
bien definidas actualmente, su co-expresibn con IgM como receptor en
membranas de linfocitos al parecer juega algun papel en la activacién de estas

células.
Inmunoglobulina E (IgE)

Fue descrita inicialmente en 1921 por Praustnitz y Kustner como el factor sérico
llamada “reagina” humana que reacciona con alergenos, pero fue hasta 1966
cuando Teruko y Kimishigue Ishizaka pudieron aislarla e identificarla. Tiene su
origen en ceélulas plasmaticas presentes en los nddulos linfaticos en sitios de
entrada de antigenos y también localmente en los sitios en los que ocurren las
reacciones alérgicas. La IgE es una glucoproteina que esta compuesta por dos
cadenas pesadas ¢ y dos cadenas ligeras (A o k). Presenta un peso molecular de
190 KDa atribuido a la presencia del dominio CH4. Su cadena pesada He contiene
alrededor de 12% de galactosa y presenta 5 dominios uno de los cuales es
variable (HV) y los restantes son constantes. Su concentracion sérica normal es
de 20 a 100 Ul/ml. Una Ul es igual a 2.4 ng. En pacientes atopicos pueden
observarse concentraciones de hasta 1913 Ul/ml. Carece de la capacidad de fijar
el complemento por via clasica, aunque si puede activarlo por la via alterna; no

atraviesa la placenta.? 17 8. 11. 69,74, 75)

En tejidos se observa su capacidad homocitotropica ya que se encuentra unida a
la superficie de los mastocitos a traves de su region Ce4 la cual le permite
interaccionar con receptores de alta afinidad FceRI y de baja afinidad FceRII

sensibilizando a estas células. Estos mastocitos sensibilizados se desgranularan
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una vez que ocurra la interacciéon IgE-antigeno especifico sobre su superficie, con
la subsecuente liberacidbn de moléculas vasoactivas. Aunque presenta una vida
media corta en circulacion de 2.5 dias, la IgE tiene la capacidad de permanecer
hasta por 12 semanas sensibilizando mastocitos en la piel, esta capacidad se
pierde si el anticuerpo se calienta a 56 °C durante 30 minutos, aunque conserva
su capacidad de unirse al antigeno a través de la regién Fab. El papel benéfico de
la IgE reside en su actividad durante las infecciones por helmintos. Durante estas
infecciones la IgE activa a los mastocitos que liberaran moléculas vasoactivas
para reclutar otras células inflamatorias. Tiene ademas la capacidad de

sensibilizar al parasito para el ataque por eosindfilos.!** 7411 23)

Sitios de unién
a mastocitos y basdofilos

I\

Ce2 1 Cel | Ced >
Sitios de unién
al antigeno = Ce2 | Ce3 | Ce4 ]
Region Regién crhohidrato Enlace
constante wvariable

disulfurc

Fig. 7. Esquema que representa al anticuerpo IgE.

Antigenos

Caracteristicas generales de los antigenos

Los antigenos son un grupo de moléculas que tienen la capacidad de unirse

especificamente a anticuerpos o a receptores de los linfocitos T.

Todos los antigenos pueden ser reconocidos por los linfocitos T y por anticuerpos,

pero no todos tienen la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria. Aquellos
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gue si son capaces de inducir dicha respuesta se denominan inmundgenos y
generalmente son macromoléculas. Las moléculas pequefias s6lo pueden inducir
respuesta inmune cuando se encuentran unidas a macromoléculas, en este
contexto, la molécula pequefia se llama hapteno y la macromolécula se denomina
transportador. Otra forma de lograr que el hapteno se convierta en inmunogeno,
es hacerlo polivalente, lo cual se logra uniendo varias moléculas del hapteno a la

molécula de un polisacarido.

El sitio de unidn para el anticuerpo en el antigeno se llama determinante
antigénico o epitopo. En general las proteinas globulares no presentan en su
estructura determinantes repetidas, pero algunas otras moléculas si las presentan,
entonces se dice que dicha molécula es un antigeno polivalente (DNA, RNA,

carbohidratos, algunas proteinas).

Cuando los determinantes antigénicos, en un antigeno polivalente, estan
considerablemente separados, se pueden unir uno 0 mas anticuerpos, en cambio,
si los determinantes antigénicos se encuentran muy proximos, se puede dar el
fenémeno conocido como solapamiento de determinantes, en el cual una vez que
se une el primer anticuerpo ya no puede unirse un segundo anticuerpo debido a
un impedimento estérico. Por otro lado, puede ser que cuando se una el primer
anticuerpo ocurra una modificacion en la conformacién del antigeno lo que podra
influir de forma positiva o negativa en la union del segundo anticuerpo. Esta

interaccion se conoce como efecto alostérico.® ™ 69

Los determinantes antigénicos pueden ser:
a) Determinantes lineales

Formados por 6 aa adyacentes los cuales son accesibles casi siempre
cuando la molécula de la proteina se encuentra desnaturalizada o cuando

se encuentran en fragmentos externos de la proteina.
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b) Determinantes tridimensionales

Se observan cuando dos aa, que no estdn en una misma secuencia pero

que estan yuxtapuestos en el espacio de una proteina plegada son sitios de

unién al anticuerpo.

En cuanto a su interaccion con células para generar una respuesta inmune, los

antigenos pueden se

- (1,60)

T-dependientes

» Tiene pocas copias del determinante antigénico.

» Son generalmente de naturaleza proteica.

T- Independientes

>

>

>

Son poliméricos

Tienen determinantes antigénicas muy repetidas
Son activadores policlonales

Son resistentes a la degradaciéon

Estimulan directamente a las células B

No requieren intervencion de células T

Generalmente son polisacéaridos

Interacciones Antigeno-Anticuerpo

Las interacciones no covalentes que genera la unién Antigeno-Anticuerpo (Ag-Ac)

son generalmente electrostaticas, enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van Der

Waals e interacciones Hidrofobicas. La competencia relativa de cada una de ellas

depende de las estructuras de los lugares de fijacion entre Ag-Ac.

La fuerza de fijacion o unién entre un determinante y un anticuerpo se denomina

afinidad del anticuerpo y se expresa mediante una constante de disociacion (Kgis)
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gue indica la concentracién del Ag necesaria para ocupar los sitios de unién de la
mitad de las moléculas de Ac presente en una solucién de Ac. De este modo, una

Kgis baja representara una alta afinidad y una Ky alta representara una afinidad

baja. En la respuesta inmunolégica se observa una Kgis entre 10°5-101m.*: 7460

Alergenos
Los alergenos son moléculas que poseen la capacidad de inducir un estado de

hipersensibilidad tipo | (Gell y Coombs) en pacientes atopicos, son los factores
desencadenantes de la enfermedad alérgica. Estas moléculas deben reunir las

siguientes caracteristicas para poder actuar como antigenos y alergenos:
» Ser extrafias al organismo.
» Tener un alto peso molecular (>10°000 Da).
» Ser moléculas de conformacién globular.
» Presentar aa aromaticos
» Ser moléculas solubles en agua.

» Estar ampliamente distribuidas en el medio ambiente en que vive el
individuo atopico.

Clasificacion de los alergenos
Los alergenos pueden ser clasificados de acuerdo a:

a) Via de entrada al organismo

Inhalables (Aeroalergenos)
Ingeribles (Trofoalergenos)
Contactantes (Dermoalergenos)
Inyectables

Alergenos <
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b) Presencia en el habitat

- [Estacionales: se presentan Unicamente en determinadas estaciones del

afio (intermitentes).
- Perennes: Estan presentes todo el afio (persistentes).

c) Por su origen

Pastos
Arboles
Malezas

Polinicos

Conidios

Alergenos -<

Fungicos

Animales

Esporas
Micelio

Cucarachas
Perros

Acaros

Polvo
Lana
Tabaco

Otros

—_—t— — A — A

Aeroalergenos

Los aeroalergenos son particulas transportadas por el aire, capaces de
desencadenar una respuesta alérgica respiratoria, conjuntival o cutanea. Las
particulas que con mayor frecuencia producen cuadros alérgicos a través de
inhalacion son los pdlenes; esporas, conidios y micelios de hongos, saliva, orina y
epitelios de animales, y excretas de diversos tipos de acaros y cucarachas. La
naturaleza de estas moléculas es protéica o glucoprotéica, presentan un peso
molecular entre 10000 — 40°000 Da y un tamafio de entre 1 y 60um. Los
aeroalergenos tienen importancia clinica cuando poseen grupos antigénicos
especificos capaces de generar respuestas de hipersensibilidad en el hombre y
se encuentran en concentracion suficiente en el aire generando un alto nivel de
exposicién. Aunque la literatura internacional reporta mas de 5000 alergenos

polinicos, s6lo mencionaremos los utilizados en esta investigacion. (# 6386 11. 68 &9,
74, 35)
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4. Arboles alergénicos

Casuarina equisetifolia L

Taxonomia:

» Nombre comun: Casuarina, Pino Australiano, Pino del mar, Pino de tontos,
rompevientos, pino de Paris, arbol de la tristeza.

» Reino: Plantae

» Subreino: Tragueobionta (plantas vasculares)

» Superdivision: Spermatophyla (plantas con semillas)
» Division: Magnoliophyta (plantas con flor)

» Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)

» Subclase: Hammamelidae

» Orden : Casuarinales

» Familia: Casuarinaceae

» Género: Casuarina

» Especies: equisetifolia L y cunninghamiana.
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Area de origen:

Australia, Malasia y Polinesia. (6%

1_-

Fig. 8. Regiones de origen del género Casuarina.

Distribuciéon secundaria:

Asia, Africa y en todo el continente americano.

Distribucién en México

Dadas sus caracteristicas de adaptacion a diferentes climas y suelos, podemos
encontrarla en estados de clima seco como Zacatecas, Sinaloa y Chihuahua,
hasta en entidades mas humedas como Michoacéan, Veracruz, Estado de México,
Puebla, Oaxaca y Distrito Federal. ¢>™
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Acotadiones

C. equisetifolia

Fig. 9. Distribucion de la Casuarina equisetifolia en México.

Identificacion y descripcion

El nombre genérico de las Casuarinas fue inventado por Rumphius en el afio 1650
y fue aplicado por Lineo para la Taxonomia. Alude a las ramas filamentosas que
se parecen al plumaje del ave Casuario australiano o Casuario de Ceram
(Casuaruis casuarius) que es originario de Australia, Nueva Guinea y las islas
Malucas. La especie equisetifolia indica el parecido de sus ramillas y sus hojas a

una planta llamada cola de caballo Equisetum sp.®% 11 53. 73.65.66)

Fig 10. Casuario de Ceram (Casuarius casuaruis) Fig. 11. Cola de caballo (Equisetumsp)
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Fig. 12.Casuarina equisetifolia L.

La Casuarina equisetifolia L. es un robusto pino siempre verde, su tronco es muy
ramificado y posee una corteza rugosa de color gris pardo. Su altura va desde 1m
hasta 30 m y el didmetro de su tronco puede ir desde 0.5m hasta 1m. Este pino
fue traido por Miguel A. de Quevedo junto con el Gingko biloba y el arbol del

eucalipto.

Presenta un follaje triangular de apariencia ordenada, parecida a la de las
coniferas, que consta de ramas colgantes entre 28-30 cm de longitud y hasta de
1mm de diametro. Estas ramas tienen aspecto de “agujas” segmentadas de color

verde oscuro que brotan en verticilos y permanecen colgantes.

Las hojas de éste arbol estan reducidas a pequefias escamas en forma de dientes
que brotan colocadas en anillos alrededor de los nudos o segmentos de las ramas,
tiene un tamafo de hasta 1mm y alrededor de cada nudo pueden encontrarse

desde 4 hasta 16 hojas. (1122 79.36.64,43,83,37)



Fig. 13. A) Arbol de la Casuarina equisetifolia. B) Ramas. C) Hojas.

Su inflorescencia estd determinada por el sexo del arbol, las inflorescencias
masculinas se encuentran dispuestas en la punta de las ramas y consisten
exclusivamente de 1 o 2 estambres rodeados de cuatro pequefias bracteas. Son
de color marrén claro. Las flores femeninas brotan en grupos densos de color
guinda, crecen en las ramas bajas del arbol a lo largo de las mismas. La flor
femenina esta constituida por el ovario rodeado por 2 o 4 bracteas. Estas flores
son polinizadas por el viento (febrero a mayo C. equisetifolia L. y septiembre a
diciembre C. cunninghamiana Miq.), después de este evento, las bracteas que

rodean el ovario se endurecen para formar las infrutescencias. ®

Los frutos son pequefios conos parecidos a las pifias de los pinos, son redondas
de 13 a 20 mm de diametro, mas largos que anchos, ligeramente cilindricos. Cada
fruto se abre para dar semillas en forma de ala de alrededor de 6 mm de longitud y

de color marrén claro.® % ™)



Fig. 14.Casuarina equisetifolia. A) Inflorescencia masculina. B) Semilla. C) Fruto. D)
Inflorescencia femenina.

Requerimientos ambientales
Temperatura

En forma natural, Casuarina equisetifolia L. crece en zonas calidas tropicales y
subtropicales con temperaturas medias entre 10-33°C, es poco resistente a las

heladas, pero es muy resistente al clima muy caluroso.
Suelo

Crece en una gran variedad de tipos de suelo, desde los suelos muy salinos

proximos al mar, suelos arenosos y suelos rocosos. Resiste suelos con periodos
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cortos de inundacion y suelos con pH de hasta 9.5. Su crecimiento se ve
dificultado en suelos muy pesados como los vertisoles.

Caracteristicas adicionales

La especie posee gran capacidad para colonizar dunas de arena. Tiene gran
resistencia al viento y presenta un crecimiento rapido. Puede resistir la sequia por

periodos de hasta de 8 meses por afio. 2 730

g) Usos

La madera de esta especie se ha considerado la mejor lefia del mundo por la gran
cantidad de calor que libera al arder. Se consume facilmente, aun cuando esta
verde, y sus cenizas retienen el calor por un largo periodo de tiempo. Forma un

carbon vegetal de excelente calidad (30"000KJ/KQ).

Dada su resistencia, la madera se emplea también en la industria de la
construccion para la elaboracion de vigas y tarimas, se emplea ademas como
cabos para herramienta, toneles, cajoneria y muebles. La pulpa de la madera es
fuente de papel. La corteza se usa principalmente para la obtencion de taninos

Gtiles para curtir cuero.

Por sus caracteristicas fisicas se emplea como rompevientos para proteger
cultivos, como flora de reforestacion, para rescatar zonas erosionadas y para

frenar el avance de las dunas (principalmente en el Golfo de México). ©¢* 793622 83,66)

El polen

Los péblenes son las células masculinas de reproduccién sexual de las
fanerégamas. La polinizacion puede ser anemofilica o entomofilica. Las flores de

las plantas alergénicas generalmente son muy vistosas pero carecen de aroma.
(65, 11, 35, 2)
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Polinizacion de plantas alergénicas en general:
» Pastos: Todo el ailo

» Malezas: Después de la temporada de lluvia. Principalmente entre

septiembre y noviembre.
> Arboles: diferentes épocas dependiendo de la especie.

El proceso de polinizacion requiere que los poélenes sean especialmente
resistentes ya que se ven sometidos a condiciones ambientales adversas. Como
adaptacion a ello, los polenes estan recubiertos por una estructura llamada exina
constituida por una de las sustancias mas inalterables de la naturaleza, la
esporopolenina. Es un compuesto muy resistente a bases y acidos. No se ve
afectada por las variaciones térmicas habituales de la naturaleza.

La composicion quimica del polen puede variar dependiendo de la especie, pero
en general esta formado por:

v Proteinas: 20% (destacan las enzimas como la fosfatasa y la amilasa)
v Carbohidratos 35-40%

v Lipidos 5%

v Minerales composicion variable

La intina es la capa interna de las células polinicas, en ella se encuentran las
proteinas con caracter alergénico, el peso molecular de estas varia entre los
107000 y los 30°000 Da. Contiene ademas celulosa, almidon y el material genético.
Para que un polen se considere alergénico debe cumplir con lo establecido en los
postulados de Thommen y Vauhan (1931) “3 6431

» El polen debe ser potencialmente alergénico.
» El polen debe ser liviano

» El polen debe ser anemofilico
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» Debe ser producido en grandes cantidades.

» La planta que lo produce debe estar ampliamente distribuida en el habitat

del paciente alérgico.

» COROLARIO: los sintomas de alergia se presentaran si y solo si el paciente

es atdpico.

c) Caracteristicas del polen de la Casuarina equisetifolia L
La Casuarina equisetifolia es una de las especies que es polinizada a través del

viento mediante la fertilizacién chalazogamica. La polinizacién ocurre desde el
mes de febrero a mayo (Casuarina equisetifolia L.) y de septiembre a diciembre
(Casuarina cinninghamiana Miqg) El polen de la Casuarina es considerado de
tamafio mediano de 22-26um. (30-36 um de didmetro ecuatorial). Presenta forma
trizonosporada, isopolar, radiosimétrica. Es triangular en vision polar y eliptico en
visibn ecuatorial. Presenta aberturas simples tipo poro dispuestas en la zona
ecuatorial, aspidadas de 2-2.5um. Su exina tiene un grosor de entre 1.5y 2,0 um,

siendo un poco mas gruesa en las aberturas. Su intina es también muy engrosada.

La superficie de los granos de polen esta cubierta por granulaciones muy densas

gue a veces se observan alineadas, esto le da un aspecto rugoso.

Fig 15. Polen de la Casuarina equisetifolia L.
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Otros géneros que presentan este tipo de polen son Corylus (avellana), Betula

(abedul) y Myrica (mirto), aunque son mas grandes ¢ 7% 21:4. 22,10, 2,18, 31)

Alergia al polen de la Casuarina equisetifolia L.

Ya desde 1942 se tenia conocimiento de la alergenicidad de este polen, Zivit
describio tres pacientes con rinitis alérgica cuyas manifestaciones coincidian con

la época de polinizacion del pino australiano.

En 1987 Bucholtz y cols. Reportaron un nuevo estudio en el cual se observé que
de 61 voluntarios, 14 presentaron prueba cutanea positiva al polen de la
Casuarina, 11 de los cuales ademas tuvieron un resultado positivo en la prueba
radioalergenosorbente (RAST) de 1+ o mayor. Sugirieron ademas que puede
existir reactividad cruzada entre el género Casuarina y los géneros Myrica (mirto),

Morus (morera) y Quercus (roble). ¢ 18 89)

El estudio de los componentes de la proteina total presentes en el polen de la
Casuarina equisetifolia L. fueron realizados por primera vez en la Universidad de

Hainan, Haikou en China por Li Dongdong y He Shaoheng en el afio 2006.

En este se estudio el extracto alergénico puro mediante electroforesis de dos
dimensiones encontrando que los alergenos dominantes se encuentran en un
rango de peso molecular entre 13.323 — 144.637kDa y un punto isoeléctrico entre
4.0 — 7.0. Detectaron en total 85 diferentes componentes de proteina, la molécula
mayor corresponde a una proteina que representa el 38.8% del total de proteinas,
se encuentra entre 10 — 20KDa la segunda corresponde a la proteina de 29 —

30KDa la cual representa 24.4% del total.

Este estudio no determina especificamente al alergeno mayor del polen de la
Casuarina, sin embargo son de relevancia las bases que se aportan para

determinarlo en un estudio posterior, 6 79 44.64.53,65,31,21)
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Fig 16. Perfil por electroforesis 2D de proteinas totales presentes el polen de la Casuarina
equisetifolia L. (Li Dongdong 2006)



Caracteristicas de las especies estudiada

s (22, 12, 62, 36)

Especie Casuarina Betula Quercus Fraxinus uhdei | Liquidambar
equisetifolia occidentalis vellutina styraciflua
Caracteristica
Zacatecas Chiapas Baja California Colima Chiapas
Distribucion Sinaloa Chihuahua B California Sur Chiapas Distrito
geograficaen Chihuahua Distrito Federal Coahuila Durango Federal
México Michoacan Durango Chiapas Guanajuato Hidalgo
Veracruz Estado de Chihuahua Guerrero Michoacan
Estado de Meéxico Durango Jalisco Morelos
Meéxico Hidalgo Hidalgo Estado de Nuevo Ledn
Puebla Nayarit lalisco Meéxico Oaxaca
Oaxaca Oaxaca Nuevo Ledn Morelos Puebla
Distrito Federal Puebla Oaxaca Nuevo Leon S Luis Potosi
Querétaro Veracruz Oaxaca Tamaulipas
Tlaxcala Veracruz Veracruz
Arbol
Hojas
Polen

Fig 17. Cuadro en el que se comparan algunas de las caracteristicas de las especies de
arboles estudiados.




5. Enfermedades alérgicas
Las enfermedades alérgicas constituyen un problema de salud publica a nivel

mundial cuya incidencia segun las previsiones cientificas mas confiables
aumentara a mediano y largo plazo. Hoy en dia se estima que entre 30 y 45%
de la poblacion mundial se encuentra afectada por alguna de ellas. Segun
cifras de la Secretaria de Salud, en la Ciudad de México puede observarse al
menos en un 42.5% (hasta 2009) de los cuales, alrededor de 56.40% son
pacientes pediatricos entre 3 meses y 14 afos, 35.5% entre 15 y 30 afios,

6.6% pacientes entre 31 y 45 afios y 1.4% pacientes mayores a 45 afios.®* 1%

57, 58, 82, 49, 89, 41)

Dependiendo del 6rgano de choque que afectan, podemos clasificar a las
enfermedades alérgicas de la siguiente manera.

Enfermedad alérgica Organo de chogque
Conjuntivitis Conjuntiva ocular
Rinosinusitis Mucosa nasal / Senos paranasales

Rinitis alérgica hMucosa nasal
Asma Tracto respiratorio superior
Dermatitis atopica Piel
Urticaria / Angioedema Piel
Gastroenteropatias Mucosa gastrica
Chogue anafilactico Generalizado

Tabla 2. Asociacién de las enfermedades alérgicas con su respectivo érgano de choque.

Rinitis alérgica
Se presenta como un sindrome caracterizado principalmente por inflamacion de la

mucosa nasal, hiperemia, prurito y congestibn nasal que puede producir
resequedad de la boca, estornudos en salva, rinorrea anterior y posterior, asi
como halitosis. Todas estas alteraciones producen a su vez, tos matinal, ronquera
y en ocasiones faringitis. El prurito ocular, provoca frotamiento de los 0jos y como

consecuencia se asocia blefaritis o queratitis. La rinorrea ocasiona irritacion de la
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piel y como consecuencia infeccion agregada. Las mucosas de los cornetes que
se tornan edematosas, pueden sangrar con facilidad ante cualquier traumatismo
nasal y causar epistaxis. Es frecuente la congestion otica que genera ruidos e
hipoacusia, sintomas muy molestos provocados por la disfuncion de la trompa de
Eustaquio. Pueden coexistir alteraciones vestibulares y del oido interno, y asi
causar vértigo. Otros sintomas por demas dolorosos son las cefaleas sinusuales
causados por olores penetrantes como el humo del tabaco, perfumes y aromas de
flores. La estasis cronica de la sangre en el plexo vascular de los parpados
inferiores ocasiona la dilatacién de las vénulas y la aparicibn de secreciones, y
como consecuencia los pliegues de Dennie-Morgan (Fig.18). Por el prurito nasal
recurrente conlleva al frotamiento de la nariz hacia arriba con las manos, lo que

genera el septum nasal, caracteristico dentro de los estigmas del paciente con RA.

Fig 18. Pliegues de Dennie-Morgan

La RA Puede presentarse durante todo el afio (perenne o persistente) o durante
ciertas épocas del afio (estacional o intermitente). Es la enfermedad mas frecuente
pues se sabe que entre 25 y 30 % de la poblacién la padece. Se encuentra con
mayor frecuencia en los paises industrializados. Los pacientes que la padecen
adquieren la capacidad de sensibilizarse cominmente a varios aeroalergenos. Las
afecciones graves de larga evolucion conducen a la otorrea persistente, en
ocasiones complicada con otitis media crénica con disminucion de la capacidad
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auditiva que conlleva a dificultades en el aprendizaje. La Respiracion bucal
persistente en los nifios con RA, en la mayoria de los casos ocasiona el
estrechamiento y elevacion del paladar, esto en algunos pacientes refleja mala
oclusion y por ende tratamiento necesario por el ortodoncista. La congestion
cronica sinusal incrementa los procesos infecciosos, puede ocurrir que la sinusitis
se vuelva también cronica y se desarrolle con el tiempo la formacion de pdlipos en

la cavidad sinusal. Alrededor de un 20% de niflos con RA desarrollan asma.

Secundariamente se generan implicaciones psicosociales que afectan la calidad
de vida del paciente con RA. Entre los mas importantes se denota la irritabilidad,
dificultad para dormir, apetito deficiente, episodios de cansancio, melancolia y
alteraciones en la conducta y una baja en el rendimiento escolar. La clasificacién
actual categoriza a los pacientes en los siguientes tipos de acuerdo a la

clasificacion de ARIA (Allergic Rhinits Impact in Asthmma). (¢4 20 72 11. 25, 8,90, 41)

Intermitente Persistente
Sintomas Sintomas
<4 dias por semana >4 dias por semana
<4 semanas >4 semanas
Moderada
Leve
severa
- No interfiere con el suefio - Interfiere con el sueiio
- No altera actividades diarias - Interfiere actividades diarias
- Sin sintomas molestos - Los sintomas son molestos
RINITIS ALERGICA RINITIS ALERGICA
LEVE —\___\3 GRAVE LEVE GRAVE
PERSISTENTE PERSISTENTE INTERMITENTE N T INTERMITENTE
(RALP) (RAGP) (RALI) (RAGI)
MODERADA SEVERA MODERADA SEVERA
PERSISTENTE PERSISTENTE INTERMITENTE INTERMITENTE
(RAMP) (RASP) (RAMI) (RASI)

Fig 19. Clasificacion actual de larinitis alérgica segin ARIA.
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Los mastocitos juegan un papel muy importante al mediar la respuesta inmediata
frente a los alergenos, en la rinitis alérgica perenne (persistente) existe un mayor
namero de mastocitos que presentan un incremento en la expresion de FceRI
aumentando con ello su capacidad de fijar IgE. Los mastocitos se activan al
generarse el entrecruzamiento de IgE en su membrana, lo cual provoca la
desgranulacion de los mediadores pro-inflamatorios preformados como la H-1 que
genera la fase temprana (1 a 60 min) de la reaccion. Esta fase se caracteriza por
estornudos y rinorrea. Durante esta fase también son producidos los leucotrienos,
tromboxanos y prostaglandinas cuyo efecto provoca un aumento en la
permeabilidad vascular y secrecidon glandular a través de su efecto en fibras
nerviosas sensoriales y por via refleja por H-1. La liberacion de factores como la
bradicinina y el factor activador plaquetario favorecen el aumento en la
permeabilidad vascular. Puede coexistir con la conjuntivitis alérgica observandose

como enrojecimiento de la conjuntiva, lagrimeo y prurito ocular. ¢4 72 11.3.8. 74,1617,
12, 20, 89)

La fase tardia se observa de 3 a 6 horas después de la exposicion al alergeno,
presenta un pico entre 6 y 8 horas y disminuye en 24 a 48 horas. La fase tardia se
manifiesta por recurrencia de estornudos, aumento de la rinorrea e incremento en
la resistencia al flujo de aire. Deriva inicialmente de la presencia de citocinas y
quimiocinas que activan la expresion de moléculas de adhesion, la atraccion de
células inflamatorias y la infiltracion en mucosas de neutrofilos, basofilos y
eosinofilos, siendo estos ultimos los mas importantes al generar LTC4 que juega
un papel mas importante que la H-1 en la produccion de congestién nasal. Todo
este proceso involucra liberacién de IL4, IL13 e IL6, la expresion de proteinas de
adhesion vascular como el VCAM-1 y el reclutamiento de mas células
inflamatorias, niveles elevados de proteina basica mayor y proteina catiénica de
eosinofilos que generan dafo directo sobre las células epiteliales. Los eosindfilos
también participan en la hiperreactividad nasal, la cual se caracteriza por
inflamacion de vias eferentes del sistema nervioso parasimpatico generando una
respuesta vigorosa de las glandulas, los 6rganos de choque y la vasculatura

cuando reciben un estimulo natural.
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La rinitis alérgica puede ser estimulada por una gran variedad de aeroalergenos,
principalmente polenes, epitelios y salivas de animales, detritus de diversos tipos

de acaros y cucarachas asi como micelios y conidios de hongos microscépicos. ?*
20, 72,11, 3, 8, 16, 17, 12, 29, 33, 41)

Asma
El asma es una enfermedad pulmonar de curso cronico y reversible que se

caracteriza por grados variables de broncoconstriccion e hiper-respuesta a
diferentes estimulos acompafiada de inflamacion, presencia de tos, sibilancias,
expectoracion, dificultad para respirar, disnea paroxistica que remiten con
tratamiento o espontdneamente. Se observa en la poblacién infantil hasta en un

10% mientras que en la poblacién adulta alcanza un 5%. “0:29:33.39)

El asma puede ser clasificada como:
e Asma intrinseco

Es mas frecuente en adultos, los cuales no presentan antecedentes de atopia, las
pruebas cutaneas son negativas y se observan niveles normales de IgE. El asma
intrinseco es inducido por infecciones pulmonares, ejercicio, autoinmunidad o

medicamentos.
e Asma extrinseco

Se considera una enfermedad multifactorial donde tienen una fuerte
predominancia los factores genéticos, ademas de factores ambientales como
infecciones virales, emociones y la actividad fisica. El asma alérgico, es mediado
por IgE y se manifiesta después de la exposicidn a aeroalergenos especificos.
Estudios recientes demuestran su asociacibn con diversas regiones
cromosomicas, como el cromosoma 5q (relacionado con la respuesta
predominante Thy) y los cromosomas 6, 11qg, 12, 13q y 14 Otros estudios lo
relacionan con genes asociados a la respuesta de le via de la 5-LO y la respuesta
B-adrenérgica. Recientemente se descubrio ademas al gen ADAM33 que codifica

para una metaloproteasa relacionada con reparacion del dafio tisular. ES un
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padecimiento frecuente en nifios y en jévenes en los que generalmente también se

observa rinitis alérgica o dermatitis atdpica. ™ 12 57 588249, 26, 27, 20, 89, 41)

El asma extrinseco se presenta casi en el 30% de los infantes predominantemente
de sexo masculino, aunque al término de la pubertad la distribucién es mayor en el
sexo femenino. Estudios revelan que nifios que al nacer tiene un peso menor a 1.5
kgs, presenten niveles elevados de IgE en cordon umbilical o presenten niveles de
IL 13 altos, tienen mas riesgo de desarrollar asma; por otro lado se sabe que un
factor protector es la alimentacion exclusiva con leche materna. Este sindrome se
registra con mayor frecuencia en zonas con clima frio o en ciudades
industrializadas. Estos cuadros asmaticos pueden ser exacerbados principalmente
por tabaquismo, infecciones virales (influenza, parainfluenza y rinovirus), algunos
farmacos, actividad fisica, exposicion al aire frio o gases irritantes, sinusitis y
enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE), asi como algunos alimentos y el
estrés. Se asocian a esta patologia tres caracteristicas: inflamacion,

broncoespasmo e hipersecrecién mucosa. (193045, 77.87)

Se caracteriza por espasmo del musculo liso bronquial, edema de mucosa,
hipersecreciéon de moco y diferentes grados de inflamaciébn en la mucosa y
submucosa. El componente inflamatorio se presenta en la mucosa respiratoria

desde la nariz hasta los bronquios terminales.

Dentro del proceso participan una gran cantidad de células inflamatorias como
mastocitos, macrofagos, células dendriticas, eosindéfilos, neutrdéfilos, linfocitos T y
B asi como células endoteliales y epiteliales. Sin embargo, la respuesta
inflamatoria predominante es Th, ya que principalmente se liberan interleucinas
pro-inflamatorias como IL4, IL5 e IL13 que ayudan al reclutamiento y activacién de
los eosindfilos. Durante el proceso, una vez que se ha presentado el alergeno a
los linfocitos Th,, se estimula la produccion de IgE que sensibiliza a los
mastocitos, basofilos y eosinofilos. Se sabe ademas que IL13 induce la
hiperreactividad bronquial de manera independiente a la IgE. Al igual que en otras
enfermedades alérgicas, el desenlace de la interaccion de estas células es la

desgranulacion mastocitaria en la que se liberan H-1, leucotrienos y bradicinina.
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Estos mediadores conducen a la contraccién del musculo liso bronquial, aumento
de la permeabilidad vascular generando edema y obstruccion del flujo aéreo por
hipersecrecion de moco. Esta obstruccion de la via aérea se intensifica por la

adhesion de eosindfilos y neutrdéfilos a través de moléculas de ICAM-1 y VCAM-I.
(51, 45, 77, 87)

La hiperreactividad es consecuencia de la respuesta inflamatoria y se manifiesta
como una respuesta broncoconstrictora excesiva. Est4 relacionada con la

variabilidad exagerada (hasta del 50%) del calibre de la via aérea.

Los cambios histopatologicos secundarios al proceso son descamacion del
epitelio, taponamiento mucoso de los bronquios y bronquiolos, infiltracion de
neutrofilos, eosindfilos y linfocitos T activados, depdsito de colagena bajo la
membrana basal, edema de la submucosa, vasodilatacién, angiogénesis,
hipertrofia e hiperplasia del musculo liso (que genera engrosamiento). La
presencia de reversibilidad parcial del proceso obstructivo indica una remodelaciéon
estructural de la via aérea. A pesar de ello, algunos pacientes manifiestan
obstruccion irreversible de esta via que es consecuencia del remodelado excesivo
del tejido lo que involucra hipertrofia del musculo liso, hiperplasia vascular y de
glandulas mucosas. Se ha observado que este proceso se lleva a cabo por
mediadores diferentes a los involucrados en la respuesta inflamatoria aguda, pero

asociados a esta como un proceso de reparacion por enzimas tisulares.

Es importante mencionar que entre 70 y 90% de los pacientes coexiste el asma y
la rinitis alérgica y que estas enfermedades aumentan en personas que viven en
regiones con mucho transito de vehiculos, ya que los productos de la combustion
gue pueden ser agentes oxidantes, compuestos organicos, metales y particulas
sélidas producen en la mucosa inflamacion aguda que puede hacerse crénica si

su accién se mantiene dando lugar a fenémenos de hiperreactividad bronquial. “°

89)
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Los sintomas mas caracteristicos del asma son:

a) Tos. Principalmente nocturna o en la madrugada que puede ser seca o
productiva y acompafiada de expulsion de moco en el que se observa al

microscopio una gran cantidad de eosindfilos.
b) Opresion toracica. Con sensacion de inspiracion incompleta.

c) Sibilancias. Generalmente son espiratorias. Originadas por el paso de aire a

través de la via aérea estrechada, es el sintoma mas caracteristico.

d) Disnea. Principalmente en las primeras horas de la noche y durante la

madrugada.

Los cuadros asmaticos pueden agravarse y generar complicaciones de entre los
cuales el mas peligroso es el choque anafilactico cuyos sintomas clinicos son
mareo, edema de glotis, epiglotis y laringe, contraccion de vias aéreas bajas

generando disminucién drastica de la presion sanguinea culminando en la muerte

del paciente.
ASMA ALERGICA ASMA ALERGICA
LEVE GRAVE LEVE GRAVE
PERSISTENTE / \) PERSISTENTE INTERMITENTE / \\> INTERMITENTE
(AALP) (AAGP) (AALI) (AAGI)
MODERADA SEVERA MODERADA SEVERA
PERSISTENTE PERSISTENTE INTERMITENTE INTERMITENTE
(AAMP) (AASP) (AAMI) (nASI)

Fig 20. Clasificacion actual del asma alérgica alérgica segun ARIA.

Urticaria
Es una patologia cutdnea muy frecuente que puede afectar en algin momento de

su vida al 15-20% de la poblacién. Es mas comun en las mujeres que en los
hombres, siendo en los nifios alin mas frecuente. Se caracteriza clinicamente por
brotes agudos de ronchas (elevaciones cutaneas) que afectan solo la porcion

superficial de la dermis.
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e Urticaria aguda

Se presenta generalmente en forma de lesiones autolimitadas muy eritematosas y
pruriginosas que tienden a desaparecer en un margen variable de tiempo que va

desde unos minutos hasta 24 horas.

Puede afectar porciones de piel de extension variable, siendo a veces localizado y
otro muy extenso. Las lesiones pueden presentarse aisladas o confluyentes. Esta
mediada por la liberacion de sustancias pro-inflamatorias en la piel, principalmente
H-1 proveniente de mastocitos, se produce ademas extravasacion de liquidos y
eritrocitos hacia la dermis. Generalmente el angioedema es localizado, bien

delimitado y afecta capas profundas de la piel incluyendo el tejido subcutaneo.
e Urticaria crénica

Es un proceso en el que los brotes evolucionan a lo largo de mas de 6 semanas.
En sdlo el 20% de los casos se logra identificar una posible causa y en menos del

5% de los casos se encuentra confirmacion de la misma.

La evolucion de este proceso es imprevisible, habitualmente dura meses, pero en

ocasiones puede mantenerse por muchos afios.

Cuando no se logra identificar el agente causal se habla de urticaria crénica
idiopatica. Varias hipétesis intentan explicar su origen y su mecanismo. Se habla
de que se producen anticuerpos IgG liberadores de H-1 que actian contra la IgE o

contra su receptor en la superficie de los mastocitos.

Dado que un importante porcentaje de urticarias tanto crénicas como agudas se

mantienen como idiopaticas no se ha logrado establecer una clasificacion formal.

Un consenso realizado por especialistas de 20 paises publicé las directrices de la
EAACI (Sociedad Europea de Alergia e Inmunologia), GA’LEN (Global Allergy and
AstmaEuropean Network) y el Foro Europeo de Dermatologia (FED) que unifican
criterios en cuanto a la definicion, clasificacion, diagnéstico y tratamiento de la

urticaria.
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Segun estas nuevas directrices la urticaria se clasifica segun su duracion,

frecuencia y causas de acuerdo a la tabla siguiente: ¢* 32 39)

Clasificacion actual de la urticaria

Grupo Subgrupo Definicién
Urticaria aguda Ronchas espontdneas de menos de 6 semanas.
Espontanea
Urticaria cronica Ronchas espontaneas de mas de 6 semanas.
Urticaria de contacto por frio Factor desencadenante: Aire, agua, viento, frio.

Urticaria por presionretardada  Factor desencadenante: Presion vertical.
Urticaria Urticaria de contacto por calor  Factor desencadenante: Calor localizado.

Fisica Urticaria solar Factor desencadenante: Rayos UV o luz visible.
Urticaria demografica Factor desencadenante: Fuerzas mecanicas.
Urticaria vibratoria Factor desencadenante: Fuerzas vibratorias
Urticaria acuagénica Factor desencadenante: Agua
Otras Urticaria colinérgica Factor desencadenante: Aumento en la temperatura corporal.
urticarias Urticaria de contacto Factor desencadenante: Contacto con una sustancia
urticariogénica.
Anafilaxis Factor desencadenante: Ejercicio fisico.

Tabla 3. Clasificacion actual de la urticaria.

Alergia a los alimentos

Al igual que las patologias anteriores, la alergia a los alimentos es una reaccion
inmunitaria mediada por IgE resultado de la ingesta de alergenos presentes en un
alimento o un aditivo alimentario, es un proceso que se produce a nivel local en el

aparato gastrointestinal o puede extenderse a 6rganos distales.

A diferencia de la alergia a pélenes y otros aeroalergenos, los cuales tipicamente
se presentan en ciertas épocas del afio, la alergia alimenticia se presenta en
cualquier momento. Es mas prevalente en menores de edad manifestandose
como dermatitis atopica hasta en un 30% y un 6% asma secundaria a la ingesta

de leche de vaca, huevo y citricos.

Al igual que los aeroalergenos, las moléculas alergénicas de alimentos son
generalmente glucoproteinas hidrosolubles, termoestables y resistentes a las

enzimas digestivas. La alergia a trofoalergenos se manifiesta con mas frecuencia
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en el primer afio de vida, los casos fatales se observan generalmente en pacientes

con carga atopica que presentan asma.

La alergia a alimentos debe diferenciarse adecuadamente de otras patologias
como:

a. Intolerancia a alimentos

Es una respuesta fisiopatolégica a un alimento o aditivo alimentario en la que no
hay participacion de la respuesta inmune, mas bien se debe a una respuesta de

idiosincrasia farmacolégica, deficiencia metabdlica o enzimatica.
b. Intoxicacién por alimentos

Se refiere a un efecto adverso que es secundario a la ingestion de un alimento o
aditivo alimenticio. No hay participacion del sistema inmune a pesar de que existe
liberacion de mediadores quimicos, las toxinas, que pueden proceder del mismo

alimento o de microorganismos que estén contaminando dichos alimentos.
c. Reaccion anafilactoide a alimentos

Reaccion anafilactica ante un alimento o aditivo alimenticio en consecuencia a la

liberacion no inmunoldgica de mediadores quimicos.
Fisiopatologia de la alergia a los alimentos

El aparato gastrointestinal cuenta con mecanismos de defensa tanto
inmunolégicos como fisicos y quimicos estos le permiten defenderse tanto de
microorganismos como de proteinas alergénicas, las cuales pueden ser

modificadas en su estructura y en su tamafio.

La barrera inmunoldgica con la que cuenta el sistema gastrointestinal es el tejido
linfoide asociado a la mucosa gastrointestinal GALT, esta compuesto
principalmente de foliculos linfoides presentes en toda la mucosa, células
epiteliales intestinales, células plasmaticas, mastocitos y la IgA que por su gran

capacidad de unir proteinas forma complejos grandes para evitar absorcién.

58



Del total de macromoléculas que se absorben en forma intacta, solo el 2% genera
tolerancia oral, esta tolerancia oral la genera el sistema inmune local y el sistémico
y en este proceso hay una participacion importante de las células TCD8+, la

hipersensibilidad a alimentos es el resultado de la pérdida de esta tolerancia.

La alergia alimentaria se presenta comunmente en pacientes pediatricos debido a
la inmadurez del sistema inmune gastrointestinal con una disminucion de la IgA
secretora combinada con una disminucion relativa de linfocitos TCD8+ o de
macrofagos supresores sobre todo en individuos predispuestos genéticamente a
estas alteraciones. Es frecuente encontrar pacientes que presentan alergia

alimentaria y deficiencia selectiva de IgA.

Los sintomas relacionados con la alergia a los alimentos pueden ser consecuencia
de diferentes tipos de hipersensibilidad (clasificacién de Gell y Coombs) siendo las
mas frecuentes las de tipo | seguidas de aquellos causados por sintomatologia
mixta y finalmente las de tipo IV, lll y ll. Las manifestaciones iniciales pueden ser
leves, moderadas o graves. En piel, se generan placas eritematosas con edema
(ronchas), muy pruriginosas; prurito intenso en boca, labios, nariz, conjuntiva
ocular, cara y brazos, inclusive en todo la superficie corporal, o edema de labios
con intenso prurito en cavidad oral (sindrome de alergia oral), edema palpebral, en
casos graves edema de glotis, epiglotis con choque anafilactico, la mayoria de las
veces fatal. En tercer lugar estan las manifestaciones digestivas caracterizadas
por nauseas, vomito, dolor abdominal y/o diarrea, inmediatamente después de
ingerir el alimento. La anafilaxia puede también iniciarse con vomito, nausea y

diarrea. Pueden inducir también rinitis y broncoespasmo en asmaticos. ® 57 %811

Sindrome de alergia oral

Sindrome de alergia oral (SAO) es considerado una forma de urticaria debido al
contacto con los alergenos alimentarios con la mucosa oral. Los sintomas incluyen
prurito con o sin angioedema de labios, lengua paladar y orofaringe posterior.
Estos sintomas aparecen entre 10 y 15 minutos después de la ingesta del

alimento, generalmente son de intensidad leve y desaparecen poco después del
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inicio. Esta asociado a la ingesta de frutos secos y algunas verduras, también es
el resultado de la actividad alergénica cruzada entre un alergeno alimentario y un
aeroalergeno (principalmente algun polen). Las manifestaciones en via aérea son
poco frecuentes y generalmente consisten en cuadros asmaticos que pueden
presentarse con el simple hecho de inhalar algun alimento que se esté cocinando

en ese momento (alergenos osmilégenos). 0 3 57 58. 11,54, 46, 56)
Factores predisponentes para desarrollar alergia a los alimentos
e Antecedentes de atopia
¢ Inmunodeficiencias de IgA e IgG
e Alteracion en la funcién de células TCD8+
¢ Niveles altos de IgE en cordon umbilical al momento del nacimiento
e Eosinofilia en sangre periférica
e Ablactacién temprana (antes de cuatro meses)

e Introduccién de alimentos potencialmente alergénicos en etapas no

acordes durante la lactancia.

Anafilaxia (hiperfilaxia)

La anafilaxia es la manifestacion mas grave que existe en la respuesta alérgica.
Se trata de una reaccion sistémica debida a la liberacion masiva de mediadores
inflamatorios de los baséfilos y mastocitos de distintos tejidos que provoca la
aparicion brusca de manifestaciones clinicas en el arbol respiratorio, el sistema
cardiovascular, la piel y el tracto digestivo como broncoespasmo, hipotension,
urticaria-angioedema, vomitos y diarrea en su forma clinica completa. Por lo
general se debe a un mecanismo mediado por anticuerpos IgE y se desencadena
tras la exposicién al alergeno por via parenteral u oral.

Los alergenos que con mayor frecuencia producen esta reaccidon son

medicamentos como penicilina, hormonas o proteinas o los propios extractos
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alergénicos usados para las pruebas cutdneas o inmunoterapia, alimentos como
pescado, moluscos, crustaceos, huevos, leche y sus derivados, chocolate, frutos
secos Yy aditivos alimentarios como tartracinas y sulfitos; también puede

desencadenarse por venenos de insectos.

Los sintomas se presentan de forma inmediata (5-20 min) tras la exposicion al
alergeno o agente desencadenante. El paciente presenta prurito, malestar general
profundo, opresion toracica, vomitos y diarrea. Los sintomas pueden progresar y
aparecer edema laringeo, broncospasmo e hipotension. En casos muy extremos
puede llegar a ser fatal, sobre todo si no se reconocen los sintomas y no se actia
rapidamente. El diagndstico es absolutamente clinico y generalmente se establece

cuando los sintomas remiten.

Hay sustancias que pueden causar reacciones anafilacticas por un mecanismo
independiente de los anticuerpos IgE, en cuyo caso se habla de reacciones
anafilactoides. Dicho mecanismo puede ser inmunolégico, por activacion del
complemento y generacién de anafilotoxinas C3a y Cb5a, o bien deberse a una

accion directa sobre mastocitos y basdfilos.

Reactividad alergénica cruzada

Se ha observado que algunas de las proteinas alergénicas de los pdélenes son
muy similares a las de las frutas y verduras. Cuando esta similitud es grande los
anticuerpos IgE dirigidos hacia alergenos del polen pueden identificar estructuras
similares en alergenos de frutas y de otros alimentos uniéndose a ellas
desencadenando una reaccién alérgica cruzada. Esta reaccién con frecuencia es
débil y se limita a manifestarse en la mucosa oral a modo de prurito e hinchazén
de los labios y la lengua. Se observa comunmente con alimentos como avellanas,
frutos secos, cacahuates, leguminosas, platano, kiwi y aguacate. También se
presenta hacia productos naturales como el latex. EI fendbmeno mas estudiado
entre aeroalergenos que cruzan con alimentos es el que se presenta entre
distintos polenes de la familia Betulaceae (Betula sp, arbol del abedul) y frutos de

la familia Rosaceae como manzana, durazno, pera, ciruela, chabacano y capulin.
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Este importante grupo de proteinas son las profilinas (PM = 14 - 16 kDa) o
proteinas homologas de Bet v 1, pertenecen al grupo 10 o proteinas de defensa
vegetal. Estas proteinas que forman parte del citoesqueleto de las células
vegetales y poéblenes, también se encuentran presentes en venenos de
himenopteros como las abejas y las avispas. Su funcion esté relacionada con la
polimerizacion de la actina, la fijacion de calcio y la resistencia a enfermedades.

Tienen caracteristicas de un panalergeno con gran actividad cruzada.

A pesar de la heterogenicidad de las familias botanicas existen alergenos
coexistentes entre especies vegetales, la mayoria de estos alergenos pertenecen
a un grupo de proteinas de defensa vegetal, a proteinas de almacenamiento,
proteinas de transferencia de lipidos. Estas proteinas son resistentes a
condiciones quimicas y fisicas extremas, por ejemplo las temperaturas de coccién
de los alimentos y al efecto de las enzimas digestivas, de modo que cuando se
encuentran presentes en alimentos y son ingeridas, suelen generar
manifestaciones de procesos alérgicos. Este tipo de reactividad ha cobrado
importancia en los ultimos afios debido a que determinan la relacidn
inmunoquimica inter-especie, ayudando a establecer diagnésticos precisos al
reconocer exactamente las fuentes alergénicas para cada paciente asi como para
desarrollar nuevas estrategias en la inmunoterapia alergeno-especifica para

padecimientos alérgicos. (112 578249, 26,27, 63)

Diagnostico de las enfermedades alérgicas

El diagnéstico de las enfermedades alérgicas se lleva a cabo mediante la
elaboracion de la historia clinica a través de un exhaustivo interrogatorio que
ponga en evidencia los factores tanto genéticos y los factores desencadenantes.
Si el paciente presenta signos y sintomas de enfermedad alérgica, se le
practicaran estudios generales, de gabinete asi como pruebas especiales para el

diagnostico de alergia ** 55782
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Generales "Biometria hematica
»Coproparasitoscopia

sCitologia nasal

*Determinacion de inmunoglobulinas

Gabinete "Rayos X en posicion Cadwell
sEspirometria y flujometria
"Rayos X de Torax AP

Especializadas

Pruebas in vivo | ®Pruebas cutaneas

Pruebas in vitro | ®Cuantificacion de IgE alergenoespecifica

Tablad. Estudios para el diagnéstico de la alergia
Pruebas cutaneas in vivo

Las pruebas cutaneas son métodos aplicados directamente en los pacientes con
la finalidad de determinar de manera semicuantitativa la presencia de IgE alergeno

especifica sobre los mastocitos de la capa superior de la dermis.

Estas pruebas se efectlan en pacientes con sospecha de enfermedad alérgica
para determinar el grado de sensibilizacion que presenta un individuo a diversos

alergenos.

Las pruebas cutaneas se dividen en dos grupos:

1.- Epicutaneas: uncion, escarificacion (scratch) y puncion (prick).
2.- Intracutaneas: intradermorreaccion.

En este estudio las pruebas se realizaron mediante puncién (prick).
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Fig. 21 Pruebas cutaneas por prick.
a) Puncion (Prick)

Se empled el kit para prueba cutanea por prick de Multitest® el cual incluye (un
soporte con 48 pozos) que contiene los extractos alergénicos para la poblacion
mexicana, estos se encuentran a una concentracion 1:20 p/v (estéril y libre de
pirégenos) incluye un control positivo de fosfato de histamina a una concentracion
de 1.0 mg/ml (de acuerdo a lo establecido por el American Comitee
Standardization) y un control negativo (Solucion glicero-salina estéril y
despirogenizada) (fig 17). Todos estos reactivos son comercializados por
Laboratorios Allerstand S.A. de C.V. México D.F. (marca registrada y con los

permisos autorizados por la SSa).

Fig 22. A) Extractos alergénicos para la poblacién mexicana. B) Imagen. Kit Multitest® de 24

pozos para pruebas cutaneas.



Pruebas in vitro

En este estudio utilizamos el método In vitro por quimioluminiscencia para la
semicuantificacion de IgE alergeno especifica en el suero de los pacientes con
sospecha de enfermedad alérgica. Este Kit consta de una cdmara plastica que
contiene filamentos de hemicelulosa dispuestos individualmente a los cuales estan
acoplados los alergenos mayores (determinante antigénico al que se acopla
especificamente mas del 60 % de IgE-alergeno-especifica), de cada particula
anemofilica. Es una técnica muy sensible para este fin, debido a que se usan
anticuerpos monoclonales anti-Igg y quimioluminol como reactante final, de tal
manera que la cantidad de luz emitida es directamente proporcional a las
concentraciones de IgE-alergeno-especifica, ademéas de contar con un control de
calidad interno en cada camara, que permite comprobar el rendimiento de los

reactivos.

Fig 23. A) Quimiolumindmetro HITACHI. B) Reactivos para la determinacion de IgE
especifica in vitro.

Método

El analisis se realiza a partir de muestras de suero humano obtenido por
flebotomia y posterior centrifugaciéon de la sangre a 3500 RMP durante 30
minutos. Una vez separado el suero, se procede al llenado de las camaras de

Andlisis CLA® HITACHI (Con alergenos especificos 0 mezclas de alergenos



unidos covalentemente a un filamento de hemicelulosa). Para el llenado se
emplean 1.5 ml de suero. Estas camaras se dejan reposar de 16 a 24hrs. Después
del periodo de reposo, la camara se vacia. Posteriormente se realizan 4 lavados

con10 ml del buffer de fosfatos.

En seguida se afade el anticuerpo Anti-IgE a las camaras de analisis y se espera
un periodo de reposo de 4 hrs. Al concluir el periodo se realiza un segundo lavado
y finalmente se adiciona la mezcla fotorreactiva, se dejan reposar 25 minutos. Se
sellan las camaras con tapones de goma. Finalmente se lee la

guimioluminiscencia de las muestras empleando el quimioluminémetro HITACHI®.
Interpretacion

El instrumento detecta la luz emitida por los filamentos en unidades de
luminiscencia (LU). Los valores de CLA se clasifican de acuerdo a la siguiente

tabla segln la cantidad de luz emitida. “”

Unidades de | Concentracién de
CLASE CLA luminiscencia IgE alergeno
UL especifica
4 >2432 Muy alto
3 143242 | Alto
2 66-1442 Moderado
1 27-65 ' Bajo
1/0 12-26 " Muy bajo
0 0-11 | Nodetectable

Tabla 5. Interpretacion de los resultados de la prueba in vitro para determinar IgE especifica

Tratamiento de la alergia
En la mayoria de las alergias a pélenes resulta dificil o hasta imposible eliminar el

alergeno del medio ambiente del paciente alérgico. Por ello es necesario recurrir a
otras alternativas para dar una mejor calidad de vida a éstos, se tratara de mejorar
el control del medio ambiente y evitar la exposicion y asi impedir que los factores

desencadenantes inicien la respuesta alérgica.
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Antihistaminicos

El tratamiento farmacoldgico de primera eleccion empleado con mayor frecuencia
y el mas eficaz es a base de antihistaminicos H-1. Los efectos de la H-1
sobrevienen una vez que esta ha sido liberada por mastocitos y se ha unido a sus
receptores en diferentes tejidos como: el musculo liso, células de la mucosa del
sistema respiratorio y células endoteliales. Todos los antagonistas disponibles de
la H-1 son inhibidores competitivos de esta con sus receptores. Todos tienen una
fraccion etilamina sustituida, generalmente presentan un grupo amino terciario
ligado a dos sustituyentes aromaticos por una cadena de dos o tres atomos.

Presentan la siguiente estructura general.®**?

Fig 24. Estructura general de los antihistaminicos

Propiedades farmacolégicas

Los antagonistas H-1 inhiben las respuestas de la H-1 a diferentes niveles, dentro
del arbol vascular, inhiben el efecto vasoconstrictor y hasta cierto grado los efectos
vasodilatadores mas rapidos que son mediados por receptores H-1 en las células
endoteliales, impide el aumento en la permeabilidad capilar, la formacion del

edema y la roncha.

Los antihistaminicos H-1 suprimen el prurito nasal y ocular, asi como la secrecion
acuosa ocular; inhibiendo o disminuyendo la rinorrea y el goteo postnasal, el ardor
de garganta y halitosis, aliviando los sintomas generales de la respuesta alérgica,

sin embargo, no controlan la broncoconstriccion y la hipotension.

De acuerdo a su estructura quimica, los antihistaminicos H-1 se clasifican en 3
grupos. Los de primera, 2da y los nuevos de 3ra generacion, diferentes en

estructura de los clasicos farmacos de primera generacion.
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Los de primera generacion tienen la capacidad de actuar a nivel del SNC ya sea
deprimiéndolo generando somnolencia, disminucion del estado de alerta y
alentamiento de los tiempos de reaccidn o estimulandolo provocando que los
pacientes se vuelvan inquietos, nerviosos y que padezcan dificultad para conciliar
el suefo, cansancio, molestias gastrointestinales, resequedad bucal e impotencia.
Los antagonistas mas nuevos no generan estos efectos indeseables pues no

atraviesan la barrera hematoencefalica.

Los antihistaminicos estan contraindicados o deben ser empleados con mucha
precaucion en pacientes hipersensibles a los mismos, en pacientes con glaucoma
de angulo cerrado, con Ulcera péptica estenosante, hipertrofia prostética
sintomética, atagues asmaticos, obstruccion piloroduodenal o del cuello vesical.

Asi, como en recién nacidos, prematuros, en embarazo o en lactancia.

Los antihistaminicos con efectos no sedantes son el astemizol, terfenadina,
loratadina, cetirizina, desloratadina, levocetirizina, evastina, rupatadina, entre
otros. Estos suelen tolerarse bien, sin embargo, se ha informado de efectos
colaterales cardiovasculares con la terfenadina y astemizol, incluyendo
prolongacion del intervalo QT y taquicardia ventricular. Ademas. Debe evitarse la
administracion concomitante con antimicéticos como ketoconazol o itraconazol, asi

como con eritromicina y otros antibacterianos. -2 5758 82,49, 46,50, 70, 71)

Estabilizadores de la membrana de los mastocitos

Estos farmacos previenen la degranulacion de los mastocitos y la liberacién de
mediadores que desencadenan los mecanismos de las reacciones alérgicas. Su
mecanismo de accion radica en impedir el flujo de calcio a través de la membrana
celular, se sabe ademéas que pueden inhibir respuestas neurales mediadas por
bradicininas en las fibras C sensoriales de las células del tracto respiratorio e
inhibe la activacion de neutrofilos mastocitos y eosinofilos. Entre los mas
importantes se encuentran el cromoglicato disédico al 4% (disponible en solucién
oftalmica o solucién en aerosol), el ketotifeno comprimidos de 1.0 0 2.0 mgs y la

Lodoxamida al 1% solucion oftalmica. ©¢7:58 1171, 42,50)

68



Glucocorticoides

Los glucocorticoides son moléculas cuya estructura quimica esta relacionada con
la formula basica de la hidrocortisona, resultando de variaciones estructurales.
Actian sobre receptores de glucocorticoide especificos (GR) que estan
localizados predominantemente en el epitelio y endotelio de la via aérea. Los
glucocorticoides se unen al receptor citosélico, el cual se trasloca al ndcleo.
Dentro del nucleo, el GR se une a un dimero de DNA elemento especifico (GRES)
en la regiobn promotora de genes y esto resulta en la modulacion de la
transcripcion, algunos genes son de-regulados; mas para llevar a cabo sus efectos
antiinflamatorios, el papel principal de los glucocorticoides es mediado a través de
la represibn de genes. Dentro de los efectos farmacolégicos de los
glucocorticoides en pacientes alérgicos se encuentran la inhibicibn de la
fosfolipasa A2 (que inhibe la produccién de leucotrienos), inhibicibn de la
activacion de Linfocitos T, inhibicion de la produccion de IL2, de IL 4 y de sus
receptores. Disminuyen notablemente el nUmero de eosindfilos circulantes, inhibe
su sobrevida (mediada por IL5) asi como su flujo en la LPR tardia; disminuye los
niveles de H-1. Los esteroides de aplicacion intranasal estan indicados en
pacientes de todas las edades, se pueden utilizar junto con los antihistaminicos o
en aquellos pacientes en los que no pueden utilizarse antihistaminicos H-1. Los
que se utilizan en nuestro pais son la budesonida, el furoato de mometasona al 1
%, furoato de fluticasona y ciclosenida, todos en spray nasal. Todos son bien
tolerados, sin embargo, algunos pacientes pueden presentar epistaxis, irritacion e
infecciones micoéticas locales. Excepcionalmente se ha reportado el desarrollo de
cataratas.

Bromuro de Ipratropio: es un agente anticolinérgico utilizado para el tratamiento de
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y el asma. Se administra con la
ayuda de un inhalador graduado. Por via nasal puede ser eficaz para pacientes
con rinorrea excesiva 0 goteo postnasal que no responden a otros agentes, sin
embargo, no se ha autorizado la administracion nasal. Los efectos marcados de

este farmaco son resequedad nasal y mareos.
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En pacientes con sintomas alérgicos graves, estad indicado esquemas con
multifarmacos: antihistaminicos, descongestionantes, cromoglicato disédico y

corticosteroides todos intranasales, asi como la inmunoterapia alergeno especifica
(11, 42, 70, 71, 81)

Inmunoterapia alergeno-especifica (ITE)

La inmunoterapia o vacunacion antialérgica es un tratamiento inmunologico eficaz
para las enfermedades alérgicas respiratorias que ayuda a inhibir la reaccion
inmediata y tardia. Los pacientes candidatos para ITE deben estar sintomaticos y
tener resultados positivos en las pruebas cutaneas o IgE-alergeno especifica. La
ITE esté indicada en pacientes que no han respondido o que no toleran los efectos
secundarios, que tienen complicaciones con la farmacoterapia, 0 que presentan
complicaciones como otitis cronica o recurrente, brotes recurrentes de sinusitis o

asma alérgica.

La ITE consiste en la administracion repetida y con dosis incrementadas de
extractos alergénicos especificos para pacientes con niveles elevados de IgE-
alergeno especifica, con el fin de reducir la severidad de la enfermedad a la
exposicion natural a estos alergenos. Esta administracion puede ser oral o

subcutanea.

La ITE y la reduccion a la exposicidon a los alergenos son los Gnicos esquemas con
potencial para reducir los sintomas a largo plazo. La magnitud de la eficacia, la
aplicacion préactica, los efectos secundarios, el costo y la duracién son factores

importantes para considerar el uso de la inmunoterapia.

Aunque se han intentado vias de administracion alternas como la nasal,
conjuntival, oral, bronquial y sublingual, la OMS y la Organizacién Mundial de la
Alergia han establecido la via de administracion sublingual como la mas exitosa y

con mayor evidencia de eficacia.

Independientemente de la via de administracion, los esquemas de ITE incluyen

dos fases principales:
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1) Fase de incremento: en la cual se administran dosis de alergeno que se

elevan progresivamente hasta alcanzar una dosis maxima tolerada.

2) Fase de mantenimiento: una vez alcanzada la dosis maxima tolerada se
continta con la aplicacion de esta con la finalidad de mantener el efecto

inmunolégico de tolerancia hacia el alergeno.® #1567

Mecanismos de accion de la ITE

Estudios recientes confirman que durante la inmunoterapia se observa reduccion
de IgE acompafada de un aumento de IgG,4, ésta inmunoglobulina se forma
cuando los linfocitos B son estimulados por linfocitos Thy, en presencia de altos
niveles de IL10. Dado que primero se conoci6 la secuencia linfocito Thy> linfocito
B (en presencia de alta concentracion de IL4 e IL13)> IgE, la respuesta con altos

niveles de IL10 que lleva a la formacién de 1gG,4 se llamé respuesta Th, alterada.
(14, 15, 11, 51)

Hoy se sabe que IgG4, llamados también anticuerpos bloqueadores (bloocking

antibodies) tienen un efecto al menos en los siguientes niveles:
1) Bloquea la relacion de IgE unida al mastocito con el alergeno.
2) Inhibe el reconocimiento facilitado del alergeno por la CPA.

3) Estimulacion de expresion de FcRell en la superficie de los mastocitos por

co-fijacion al alergeno junto con IgE.
Cambio de Thy, a Th;

Hoy se sabe que la inmunoterapia aumenta el balance Thy/ Th, a favor de Th;
pero no a través de una desviacion de Th; a Thy, lo que ocasionaria riesgo de
enfermedad autoinmune, sino mas bien debido a la participacion de linfocitos T
reguladores Trl a nivel del tracto respiratorio que reprimen a Th, mas que a Th;
generando microambientes con alta concentracion de IL2 e INF-yy reduccion de

las concentraciones de IL4, IL5 e IL13.
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Auln se discute si el origen de Try es Thg, lo que si se sabe, es que estos linfocitos
se activan cuando ocurre un aumento en la concentracion sérica de IL10, la cual
es fuertemente inhibitoria de multiples eventos clave en el proceso alérgico siendo
sus principales efectos la estimulacion del linfocito B a cambiar de IgE a IgG,,
inhibe la activacion de mastocitos, reduce la capacidad de respuesta de Th, al
contacto con el alergeno, disminuye la activacion y supervivencia de eosindfilos y
la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL5, IL4 e IL13. Con todos estos
efectos, induce tolerancia para ciertas moléculas. Es importante mencionar que la
ITE y la farmacoterapia no son mutuamente excluyentes, por el contrario, son
terapias que se complementan con la finalidad de reducir los sintomas de la
enfermedad alérgica y con ello mejorar la calidad de vida del paciente, ya que si
bien la ITE es la piedra angular del tratamiento etiolégico, la farmacoterapia
funciona como soporte para conseguir la estabilizacién clinica del paciente
mientras la ITE va desarrollando sus efectos terapéuticos a mediano y largo plazo.
Una vez que se disefia la estrategia terapéutica ésta debe ser revisada
periodicamente puesto que la eficacia del tratamiento producird una reduccién

progresiva de las necesidades terapéuticas. ©: 5 1415 11.51,85.67)
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Fig. 25. Mecanismo de accién de lainmunoterapia
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La ITE debe ser indicada lo mas rapidamente posible, con el fin de contribuir a
controlar el proceso inflamatorio, antes de que se generen lesiones estructurales
irreversibles de la via aérea. El Unico tratamiento capaz de alterar el curso natural
de la enfermedad alérgica es la ITE, por tanto, si no se aplica aun cuando
estuviera indicada, podria conducir a la acentuacion de las manifestaciones
clinicas y, por consiguiente, una necesidad progresivamente mayor del uso de

farmacos.” %59

Eficaciade la ITE

La eficacia de la ITE con extractos antigénicos de aeroalergenos viene indicada
por el descenso en la sensibilidad de los 6rganos diana cuando se compara la
provocacion nasal, bronquial y/o conjuntival con el alergeno correspondiente antes
y después del tratamiento. Se ha demostrado que la eficacia de la ITE esta
relacionada con la duracién del tratamiento, aunque la eficacia comienza a ser
patente a menudo durante el primer afio de tratamiento se ha establecido disefiar
esquemas terapéuticos de al menos tres afios de duracion para acentuar la
memoria inmunitaria y reducir el riesgo de recaidas. Es de suma importancia
completar el esquema de inmunoterapia sin interrupciones, ya que la respuesta de
este tratamiento, ya sea curativo o como preventivo, depende en gran parte de

este aspecto.

Estudios recientes demuestran que el efecto de la ITE en la alergia inducida por
polenes de gramineas, arboles o Ambrosia artemisifolia dura varios afios después
de la interrupcion del tratamiento. Cuando aparecen recaidas, la memoria
inmunologica persiste y estos pacientes pueden ser buenos respondedores a un

nuevo régimen de inmunoterapia.

La ITE puede ser eficaz mas rapidamente en los pacientes sensibilizados a
alergenos estacionales, que en aquellos pacientes sensibilizados a alergenos
perennes dado que los alergenos estacionales producen hiperreactividad
bronquial transitoria y una hiperreactividad nasal que persiste durante unos dias o

semanas después de una estacion polinica determinada. En cambio los acaros
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domésticos y otros alergenos perennes, ante los cuales la exposicion es continua,
pueden inducir una inflamacion persistente y una hiperreactividad no especifica en
nariz y bronquios. Los pacientes con asma cronica desarrollan cambios de las vias
aéreas que en algunos casos da lugar a una obstruccion irreversible del flujo
aéreo.

Todas las evidencias de la eficacia de la ITE han permitido que las guias
internacionales del asma alérgico (GINA) y de la rinitis alérgica (ARIA) incluyan el

uso de la ITE como una muy buena forma complementaria en el tratamiento de

estas enfermedades cuando se demuestra una etiologia alérgica. @ 40 11 14.15.84,85)

El uso de la ITE esta indicado para el tratamiento de las siguientes enfermedades:
» Rinitis alérgica persistente (moderada y severa)
» Rinosinusitis cronica alérgica
» Conjuntivitis crénica alérgica
» Asma cronica persistente alérgica (leve, moderada y grave)
» Dermatitis atdpica alérgica
» Alergia a himenopteros (abeja, avispa y hormiga de fuego)

La ITE no se recomienda para pacientes con urticaria crénica, con pacientes que
se encuentran en medio de un cuadro de exacerbacion de su problema alérgico o

cuando se encuentran en tratamiento con p-bloqueadores.® 5 1. 62.51. 8)
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6. Objetivos
General

Evaluar y demostrar la reactividad alergénica cruzada in vivo entre Casuarina
equisetifolia L (pino australiano) con: Fraxinus uhdei (Fresno), Betula occidentalis
(Abedul), Quercus vellutina (Encino) y Liquidambar styraciflua (Maple) en

pacientes con rinitis y/o asma alérgicas.

Particulares

1. Determinar la reactividad alergénica cruzada entre el polen de Casuarina
equisetifolia L. y los géneros Fraxinus, Betula, Quercus, y Liguidambar a
través de las pruebas in vivo (pruebas cutaneas por puncion (prick).

2. Determinar a través de electroforesis las proteinas de Casuarina
equisetifolia L., Fraxinus, Betula, Quercus, y Liquidambar que actian como
alergenos y que existe cruce antigénico entre estos géneros.

3. Determinar mediante inmunodeteccién que la IgE presente en sueros de
pacientes alérgicos a C. equisetifolia L. tiene capacidad de unirse a tiras de
nitrocelulosa sensibilizadas con proteinas alergénicas de Fraxinus, Betula,

Quercus, y Liquidambar.

7. Metodologia
En el Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital Juarez de México

O.P.D. SSa. se reciben pacientes con diagnéstico de diversas enfermedades
alérgicas respiratorias, cutaneas y/o sistémicas. Esta especialidad proporciona la
evaluacion clinica, diagndstico y tratamiento especifico de estas patologias. Este
estudio se realizd con 118 pacientes seleccionados de acuerdo a los siguientes

criterios:

Criterios de inclusion:
1. Pacientes mexicanos del sexo masculino o femenino.

2. Edad entre 3 a 70 afos.

3. Residentes del Valle de México y Area Metropolitana.
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4. Historia clinica comprobada de alergia respiratoria (rinitis alérgica,
rinoconjuntivitis alérgica, asma alérgico)
5. Pruebas cutdneas positivas a extracto alergénico de polen de Casuarina

equisetifolia L.

Criterios de exclusion:

1. Pacientes bajo tratamiento con antihistaminicos.
2. Pacientes bajo tratamiento con esteroides sistémicos.
3. Padecer dermatitis atpica, urticaria o dermografismo, con lesiones cutaneas

activas en espalda.

Método para realizar la prueba cutanea
Se realiza limpieza (con torundas impregnadas con etanol al 70%) del area de la

espalda media hasta la parte superior en donde se van a efectuar las pruebas.
Utilizando el aplicador Multitest®, nuevo y previamente sumergido en los pozos
que contiene los extractos alergénicos, se realiza una puncion en la espalda
presionando ligeramente sobre la piel. La lectura de la prueba se efectia después
de 15 — 20 minutos. La respuesta frente a cada alergeno se reporta con la suma o
promedio del diametro de roncha mas eritema en milimetros, estos datos se
registran en la hoja de resultados (Anexo 1) Es importante mencionar que debe
suspenderse la administracion de antihistaminicos al menos tres semanas antes

de realizar esta prueba para evitar falsos negativos.

La primera prueba que debe leerse es la del control positivo que, dependiendo de
la respuesta de cada paciente, produce una roncha de 6 — 7 mm y un eritema de
22—-40 mm de didmetro. A esta lectura se le asigna una interpretacion de (+++). El

control negativo no genera respuesta en la piel.

Cada respuesta obtenida durante la prueba se compara con el control positivo y a
cada una se le asigna un valor igual o mayor que dicho control en base al

siguiente esquema de interpretacion:
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Interpretacion
Roncha (mm) Eritema (mm) Grado
<5 <5 0
5-10 5-10 +/-
5-10 10-20 +
5-10 21-30 ++
6-10 o0 pseudbépodo 31-40 +++
>15 o pseudopodo >40 ++++

Tabla 6: Esquema de interpretacion de las pruebas cutaneas.

La realizacidon de las pruebas cutaneas se llevé a cabo los dias jueves y viernes,

con un numero aproximado de 10 pacientes por dia. La duracién aproximada de

cada prueba es de 20 minutos por paciente.

Analisis de los extractos

Determinacion de proteinas

Para realizar el analisis electroforético de los extractos utilizados, fue necesario

determinar previamente la concentracion de proteinas totales de los extractos,

para ello empleamos el método de Bradford usando el kit comercial de BIO-RAD.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Curva standar para determinacion de

proteinas
0.35
0.3 —*
conc (mg/mL}) abs 0.25
1.5 0.322 8
0.75 0.158 § 02 /
0.375 0.093 g 015
0.1875 0.043 Ed Abs = 0.2119[Con] + 0.004
0 0 01 ¥ R*=0.9579
0.05
0
0 0.2 0.4 0.6 8 1 1.2 1.4 1.6
Concentracion (mg/mL)
Ce Bo Ls Fx Qv
lecl 0.444 0.411 0.403 0.445 0.209
lec2 0.436 0.413 0.422 0.504 0.204
Abs 0.44 0.412 0.4125 0.4745 0.2065
Conc (mg/mL) 2.0057 1.9254 1.9277 2.2203 0.9556

Fig 26. Determinacion de proteinas totales en los extractos utilizados
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Analisis electroforético

En este trabajo realizamos un analisis electroforético de los extractos empleados.
Para ello preparamos geles de acrilamida bajo las condiciones citadas en la tabla
7. Una vez terminado el proceso tefiimos las proteinas aplicando el método de la

tincion de plata con el kit comercial Silver Stain Plus® de BIO-RAD.

Calibre del gel i i
g 10 Tiempo d_e corrida 100
(mm) (min)
Ndmero de pozos 10 Amperaje constante 3
(mA)
Concentracion del Rango del marcador de
gel separador 15 PM (ver anexo 2) 10-250
(%) (kDa)
Tiempo de
desnaturalizacion 15 Voluznsn ggotiarga 20
(min) Hp

Tabla 7. Condiciones en las que se realizé la electroforesis de los extractos.

Electrotransferencia

Realizamos ademas la electrotransferencia de las proteinas del gel hacia una
membrana de nitrocelulosa de acuerdo a las condiciones de la tabla 8. Terminado
el proceso procedimos a tefir las membranas con Rojo de Ponceau para

corroborar la transferencia de las proteinas del gel hacia la membrana.

Temperatura Voltaje
) 4 100
(°C) V)
Amperaje constante Tiempo de trasnferencia
280 _ 60
(MmA) (min)

Tabla 8. Condiciones en las que se realizo la electrotransferencia de las proteinas.
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Inmunodeteccion

Una vez que verificamos la transferencia de las proteinas hacia las membranas y
de haber efectuado el bloqueo de las mismas, procedimos a cortarlas en tiras de
3mm. Cada una de estas tiras sensibilizadas con los alergenos de los extractos
fueron sumergidas en 2ml de una dilucién 1:5 del suero positivo para Casuarina
equisetifolia en soluciéon de bloqueo (de acuerdo a la tabla 9) con la finalidad de
que la IgE presente en dichos sueros se una especificamente a las proteinas
presentes en las tiras, este proceso se llevd a cabo durante 12 horas a 37° en
agitacion para optimizar la union Ag-Ac. Después de este periodo realizamos 3
lavados con 15ml de solucion de bloqueo.

Posteriormente empleamos 0.5 ml de solucién para cada tira de un segundo
anticuerpo Anti IgE humana cGel (Sigma Aldrich) diluido 1:20 en PBS-Tween,
Incubamos durante 2 horas en agitacion a 37°C. Transcurrido el periodo,
realizamos 5 lavados de 1 minuto con PBS-Tween a cada tira. Procedimos a
agregar el anticuerpo secundario anti IgG marcado con HRP (Sigma Aldrich) 0.5ml
de una dilucion 1:300 Incubando durante 2 horas a 37°C con agitacion constante.
Realizamos nuevamente 5 lavados de 1 min con PBS-Tween. Finalmente
revelamos agregando 0.5 ml de una solucion de Ortofenilendiamina/ peroxido de
hidrégeno en buffer de citratos; incubamos en agitacion constante, durante 15

minutos.

No. de o Caracteristicas del
fira Extracto sensibilizante suero probado
1 Casuarina equisetifolia L. C. equisetifolia L. (++++)
2 Betula occidentalis C. equisetifolia L. (++++)
3 Quercus vellutina C. equisetifolia L. (++++)
4 Fraxinus uhdei C. equisetifolia L. (++++)
5 Liguidambar styraciflua C. equisetifolia L. (++++)
C() Dermatophagoides farinae | C. equisetifolia L. (++++)

Tabla 9. Reacciones Ag-Ac entre las tiras sensibilizadas y sueros de pacientes.
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8. Resultados

Los resultados del estudio realizado se muestran a continuacion en la tabla 10. En

esta tabla los numeros seguidos de una cruz representan el grado de respuesta al

alergeno de Casuarina equisetifolia que se obtuvo en las pruebas cutédneas.

No Género Edad Casuarina | Betula | Quercus | Fraxinus |Liquidambar
1 F 32 2+ 4 4
2 F 14 4+ v v 4 v
3 F 15 5+ 4 4
4 F 7 3+ v
5 F 23 4+ 4
6 M 9 3+ v v
7 F 29 3+ 4 4
8 M 5 3+ v v
9 F 29 5+ 4 4 4
10 M 9 3+ v v
11 M 52 3+ 4 4
12 M 32 3+ v v v
13 M 24 2+ 4 4
14 F 24 3+ v v
15 F 31 2+ 4 4 4
16 M 11 2+ v
17 M 33 6+ 4 4 4
18 M 40 6+ v v
19 M 9 3+ 4 4 4 4
20 F 42 2+ 4 v 4
21 F 46 4+ 4 4 4
22 M 38 3+ 4 v
23 F 23 3+ 4 4 4
24 M 11 3+ v
25 M 5 3+ 4 4 4 4
26 F 11 4+ 4 v v
27 F 57 3+ 4 4
28 F 36 6+ v 4 v v
29 M 9 4+ 4 4 4 v
30 M 10 10+ v 4
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Liguidambar

Fraxinus

Quercus

Betula

Casuarina

4+

4+

3+

3+

3+

3+

4+

3+

4+

4+

3+

3+

6+

5+

5+

5+

3+

3+

5+

4+

3+

3+

2+

3+

3+

5+

4+

4+

4+

4+

4+

5+

4+

4+

5+

Edad

15
14
58

50
17

42

54

24
59

12
10
33

10
42

15
27

19
11
57

11
24

43

37

23
43

15
14
39
28

Género

No

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45
46

a7

48
49

50
51

52

53
54

55

56

57

58
59

60
61

62

63
64
65
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Liquidambar

Fraxinus

Quercus

Betula

Casuarina

5+

5+

4+

3+

5+

3+

4+

3+

2+

2+

2+

3+

3+

2+

2+

2+

3+

4+

4+

3+

4+

4+

3+

2+

4+

3+

3+

4+

2+

2+

3+

2+

4+

2+

4+

Edad

39

36

16
25
37

36

24

14
22
14
49

41

17
40

34
22
14
11

39

31

10
34
43
62
43

34
25
20

Género

No

66
67
68
69
70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82

83
84
85

86

87

88
89

90
91

92

93
94
95
96
97
98
99
100
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No Género Edad Casuarina | Betula | Quercus | Fraxinus |Liguidambar
101 F 9 4+ v v v
102 F 37 3+ 4 4 4 4
103 F 27 3+ 4 4

104 F 54 3+ 4 4 v 4
105 F 21 2+ 4 4 v v
106 F 7 3+ 4 v
107 M 10 2+ 4

108 F 45 3+ 4 4 v
109 M 18 4+ 4

110 M 5 3+ 4

111 F 3 3+

112 M 12 2+ v

113 M 15 2+

114 F 42 3+

115 M 21 2+

116 M 10 2+ v

117 F 33 3+

118 M 5 3+

Tabla 10. Resultados obtenidos durante la realizacion de las pruebas cutaneas.
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Frecuencia de pacientes alérgicos a pdlenes de arboles en funcion del
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Grafica 1. Frecuencia de pacientes alérgicos al polen de la Casuarina en funcién del género.
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Grafica 2. Frecuencia de pacientes alérgicos al polen de la Casuarina en funcion de la edad.

Frecuencia de pacientes alérgicos al polen de Casuarina en
funcion del diagnéstico clinico
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Grafica 3. Frecuencia de pacientes alérgicos al polen de la Casuarina en funcidn del
diagnéstico clinico.



Frecuencia

Frecuencia de reactividad cruzada in vivo en pacientes
alérgicos al polen de la Casuarina en funcion con otras
especies de arboles.
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Grafica 4. Frecuencia de cruce entre Casuarina con otros arboles estudiados.

Frecuencia de cruces multiples en funcion del numero
de cruces alergénicos
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Gréfica 5. Frecuencia de cruces multiples en funcién del nimero de cruces.
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Grafica 6. Frecuencia de cruces multiples en funcién del tipo de cruce.




Analisis electroforético de los extractos alergénicos empleados

Empleando extractos alergénicos de cada una de las 5 especies estudiadas
realizamos una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) con la finalidad de
conocer el perfil de proteinas presentes en cada uno de estos extractos. La
electroforesis la realizamos en gel de poliacrilamida a una concentracién de 10% y
para evidenciar las bandas empleamos la tincion de plata Silver Stain Plus. (BIO-
RAD)

kDa

MPM 1 2 3 4 5

250

150

100
75

10

Figura 27. Perfil de proteinas correspondientes a los extractos alergénicos de las especies
estudiadas 1) Casuarina equisetifolia L; 2) Betula occidentalis; 3) Quercus vellutina, 4)

Fraxinus uhdei; 5) Liquidambar styraciflua.

Electrotransferencia de alergenos

Una vez resuelto el perfil proteico de los extractos procedimos a transferirlo hacia
membranas de nitrocelulosa mediante electrotransferencia, la finalidad de este
procedimiento es sensibilizar estas membranas con las proteinas alergénicas para
luego hacerlas reaccionar con sueros de pacientes y observar si existe reaccion

entre los alergenos fijos en las tiras y los anticuerpos presentes en los sueros.



Resultados obtenidos de la inmunodeteccion
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Fig. 28 Resultados de lainmunodeteccién
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No. de o Caracteristicas del suero Resultado
Extracto sensibilizante

tira probado
1 Casuarina equisetifolia L. C. equisetifolia L. (++++) 2 bandas (60 y 14kDa)
2 Betula occidentalis C. equisetifolia L. (++++) 2 bandas (60 y 14kDa)
3 Quercus vellutina C. equisetifolia L. (++++) 1 banda(14kDa)
4 Fraxinus uhdei C. equisetifolia L. (++++) 1 banda(14kDa)
5 Liguidambar styraciflua C. equisetifolia L. (++++) 1 banda(14kDa)

C(-) Dermatophagoides farinae C. equisetifolia L. (++++) Negativo

Tabla 11. Resultados de lainmunodeteccion
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9. Andlisis de resultados
Los alergenos analizados en este trabajo pertenecen a arboles que resultan

altamente sensibilizantes en la Ciudad de México y la Zona Metropolitana. La
Casuarina equisetifolia L es una especie ampliamente distribuida (D.F. y varios
estados del norte, centro y sur del pais), su polen es liviano, anemofilico y
producido en grandes cantidades, cumple con los criterios de Thommen y Vauhan
para ser considerado como alergénico y ésta capacidad esta bien sustentada por

diversos estudios realizados alrededor del mundo.

En esta tesis estudiamos una poblacion de 118 pacientes, cuyo muestreo fue
aleatorio, en aquellos pacientes que resultaron positivos en la prueba cutanea a
extracto alergénico de Casuarina equisetifolia L. A partir de esta poblacidon
evaluamos diferentes parametros como la frecuencia de sensibilizacién en funcién
de la edad, el género y el diagnéstico clinico. Posteriormente obtuvimos el
porcentaje de pacientes que presentan cruces alergénicos in vivo con las otras 5
especies de arboles a fin de evidenciar el orden de frecuencias que presenta cada
cruce. Ademas analizamos mediante electroforesis la composicién de los 5
extractos alergénicos purificados, se realizo electrotransferencia de las proteinas a
fin de sensibilizar membranas de nitrocelulosa para hacerlas reaccionar con
sueros de pacientes alérgicos a C. equisetifolia L. Este ensayo lo realizamos con
la finalidad de demostrar que existe una fraccion de los anticuerpos IgE
especificos para C. equisetifolia L, presentes en sueros de pacientes alérgicos,
gue se pueden unir al antigeno purificado de cada una de las especies estudiadas
(Fraxinus uhdei, Betula occidentalis, Quercus vellutina y Liquidambar styraciflua)
dada la similitud estructural que existe entre proteinas alergénicas de éstas

especies, es decir, que existe un cruce alergénico entre estos arboles.

En la grafica 1 se presenta la distribucion que tiene nuestra poblacion en funcion
del género, en ésta grafica se observa que de nuestra poblacién total, 61
pacientes (51.7%) corresponde al género femenino, los restantes 57 pacientes

(48.3%) son del género masculino.
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La grafica 2 nos muestra la frecuencia de pacientes alérgicos a C. equisetifolia L
en funcion de la edad, manejando intervalos de 10 afios. En ésta grafica podemos
observar que la tendencia de enfermedades alérgicas en funcion de la edad de
nuestra poblacion corresponde a lo que la literatura establece; la mayoria de los
casos de enfermedad alérgica se presenta en etapas tempranas de la vida y a
medida que aumentamos la edad en nuestros intervalos, la frecuencia de casos

fue disminuyendo.

Dado que los pdlenes generan principalmente manifestaciones alérgicas a nivel
del aparato respiratorio, estudiamos la frecuencia de pacientes alérgicos al polen
de la Casuarina equisetifolia L. en funcion del diagnostico clinico (grafica 3) y
podemos observar que de nuestra poblacién de 118 pacientes, 75 (63.56%)
presentaron diagnostico de RA, 13 (11.01%) presentaron diagndstico de Asma
alérgico, 16 (13.56%) presentaron diagnoéstico de coexistencia de ambas

patologias y 14 (11.86%) tuvieron diagndéstico de otras enfermedades alérgicas.

La grafica 4, corresponde a la frecuencia de la reactividad cruzada in vivo en
pacientes alérgicos al polen de la C. equisetifolia L. en funcion con otras especies
de arboles. Esta grafica muestra como la poblacion que estudiamos se comporta
de tal manera que de nuestro total de pacientes que presentaron prueba cutanea
positiva para C. equisetifolia L., 82 (69.49%) fueron positivos también en la prueba
cutdnea con Betula occidentalis; 78 (61.86%) presentaron prueba positiva a C.
equisetifolia L asi como a Quercus vellutina.; 47 (39.83%) fueron positivos a C.
equisetifolia L. y frente a Fraxinus uhdei, mientras que 37 (31,35%) presentaron
prueba positiva a Casuarina equisetifolia L. asi como a Liquidambar styraciflua.
Este orden decreciente denota que existe mayor frecuencia de cruce entre las
proteinas alergénicas presentes en el polen de C. equisetifolia L. y las presentes
en Betula occidentalis ,que las presentes en los otros arboles estudiados; esto
puede deberse a que contienen un mayor niumero de proteinas alergénicas en
comun entre estas especies 0 bien mayor grado de similitud entre las proteinas de

estos dos arboles, en comparacion con la que existe entre C. equisetifolia L y las
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otras especies que estudiamos; ambos casos pueden ser responsables de que

exista cruce alergénico entre estas especies.

En la gréfica 5, podemos observar que la gran mayoria de los pacientes alérgicos
a C. equisetifolia L. presentan cruces multiples, es decir, ademas de ser alérgicos
a C. equisetifolia L. lo son también a al menos otros dos arboles. Los datos en
esta grafica presentan una tendencia de tipo normal o gausiana, las categorias de
los extremos (4 cruces alergénicos y 0 cruces alergénicos respectivamente)
presentan menor frecuencia que las categorias al centro de la grafica, de todas
ellas, la categoria correspondiente a pacientes con 2 cruces de positividad es la
que presenta una mayor frecuencia. De esta informacién se puede concluir que
del total de pacientes que se estudiaron, 12 son exclusivamente alérgicos a la C.
eqisetifolia L.; 25 son alérgicos al menos a C. equisetifolia L. y a otro arbol, 36 lo
son a C. equisetifolia L. y a otros dos arboles, 33 pacientes son alérgicos a
Casuarina equisetifolia L y a 3 arboles. mientras que so6lo 12 pacientes fueron
alérgicos a todas las especies estudiadas, es decir presentaron una
polisensibilizacion a pdlenes de arboles.

En la gréfica 6, presentamos la frecuencia de los cruces alergénicos en funcion del
tipo de cruce. Esta grafica muestra la frecuencia en orden decreciente de los tipos
de cruce que se observaron durante este trabajo. Podemos apreciar que el cruce
que se presentd con mayor frecuencia fue Casuarina-Betula-Quercus (BQ),
mientras que el que se presentd con menor frecuencia fue Casuarina-Quercus-
Fraxinus-Liquidambar (QFL). Al conjuntar el analisis de frecuencia del nimero de
cruces y de frecuencia de tipos de cruces, observaremos que el cruce “sencillo”
(C. equisetifolia y otro Unico arbol) con mas frecuencia es Casuarina- Betula (11
pacientes), el cruce sencillo menos frecuente fue Casuarina-Fraxinus (1 paciente).
De los cruces “dobles” que se presentaron (Casuarina equisetifolia y otras dos
especies) el mas frecuente fue Casuarina-Betula-Quercus con 17 pacientes (éste
cruce fue ademas el que presentd mas frecuencia en este trabajo), de los cruces
dobles, el menos frecuente fue Casuarina-Fraxinus-Liquidambar. De entre los

cruces “triples” (C. equisetifolia y tres arboles mas) el mas frecuente fue
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Casuarina-Betula-Quercus-Fraxinus con un total de 15 pacientes; el menos
frecuente de estos fue Casuarina-Quercus-Fraxinus-Liquidambar. Finalmente el
cruce entre todas las especies (Casuarina-Betula-Quercus-Fraxinus-Liquidambar)

tuvo una frecuencia de 12 pacientes.

Podemos notar que en todos los cruces mas frecuentes aparece el alergeno
Betula occidentalis, genera frecuencias importantes al presentarse en un cruce
“sencillo” como cuando se presenta en un cruce mdultiple. Por otro lado, este
trabajo revela que Liquidambar styraciflua, que si bien tiene una participacion muy
discreta al presentarse como cruce “sencillo”, tiene una participacién casi nula
cuando se presenta en un cruce multiple, pues los cruces multiples en los cuales

participa presentan poca frecuencia.

El orden observado en nuestro trabajo para la tendencia de cruce alergénico con

respecto a C. equisetifolia L es el siguiente:
Betula occidentalis > Quercus vellutina > Fraxinus uhdei > Liquidambar styraciflua.

La figura 21 corresponde al perfil de proteinas de los extractos alergénicos
resueltas a través de electroforesis en gel de acrilamida (PAGE). En esta figura
podemos observar que alrededor de los 60kDa existen proteinas similares en
todos los extractos, estas proteinas conforman un grupo que por su similitud en

PM no pudieron ser resueltas con mayor eficiencia durante este trabajo.

El alergeno principal de C. equisetifolia L. no se han descrito hasta el momento
pero este perfil nos permite identificar su posible ubicacion ya que se aprecian al
menos tres regiones candidato, una alrededor de los 70 kDa, otra cerca de los
20kDa y la ultima por encima de 10kDa. Este perfil nos revel6 ademas que existen
proteinas con PM muy similar entre las cinco especies estudiadas al menos en
dos regiones, alrededor de los 70kDa y por encima de 10kDa. Existen ademas
otras bandas que son comunes entre algunas especies (por ejemplo la banda
ubicada por debajo de 25kDa y pequefias bandas por encima de 100kDa) pero
como no se encuentran en todas las especies y sabemos que los cruces

alergénicos generalmente se dan a través de proteinas homologas de PM similar
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estas bandas que son comunes Unicamente en algunas de las cinco especies

estudiadas podrian tener poca relevancia en nuestro estudio.

Los resultados de la inmunodeteccion revelaron que el suero C. equisetifolia L. de
(++++) de positividad, utilizado en nuestro estudio reaccioné con la tira
sensibilizada a esta misma especie en dos regiones, marcando dos bandas bien
definidas, la primera alrededor de lo 60kDa y la segunda ligeramente por debajo
de 15kDa. Este hecho hace suponer que las proteinas que actian como alergenos
principales de C. equisetifolia L. deben encontrarse en esas regiones ya que
cumplen con la caracteristica de unir mas del 60% de la IgE alergeno especifica al

grado de generar bandas de reaccién muy visibles.

También observamos que existe una banda de reaccion comun, aunque de
diferente intensidad, entre las 5 especies estudiadas situada por debajo de 15kDa.
Esta banda aparece también en el andlisis electroforético que realizamos de los
extractos y el PM de las proteinas presentes en esta regidn se encuentra dentro
del rango de PM de las profilinas vegetales (14-16 kDa) que son moléculas
reconocidas ampliamente por su capacidad de generar reacciones cruzadas de
alergia tanto entre pélenes y alimentos como entre pélenes de diferentes especies.
Podemos con este resultado confirmar que existe reactividad cruzada entre las
especies estudiadas e incluso sefialar a estas proteinas como las responsables de

dicha reactividad cruzada observada in vivo.

Finalmente, la inmunodeteccién hizo evidente la presencia de una proteina que
s6lo es comun en los extractos de Casuarina equisetifolia L y Betula occidentalis.
Esta proteina cuyo PM esta alrededor de 60kDa tiene relevancia en el sentido de
que respalda el resultado que obtuvimos in vivo al realizar el analisis de
frecuencias de cruce alergénico en funcién de las especies estudiadas, en el que
observamos que de nuestro total de 118 pacientes 82(61.86%) tuvieron ademas
reactividad positiva a Betula occidentalis. Dicha proteina podria ser la
responsable de la alta frecuencia del cruce entre ambas especies que se observé

en este estudio.
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10.Discusion
Desde que se reportaron y describieron los primeros casos de alergenicidad del

polen de la Casuarina en 1942 y la posibilidad de su reactividad cruzada con otras
especies de arboles propuesta por Bucholtz(1987) en Australia se han realizado
en realidad pocos trabajos acerca de este alergeno, la mayoria de ellos
encaminados a evaluar la frecuencia de sensibilizacion que produce éste polen en

diferentes ciudades del mundo.

Estudios realizados por Bucholtz (1987) y Burton (2007) en Australia; Garcia
(1997), Trigo (1999) y Gastaminza (2003) en Espafa; Aher(2009) en India; asi
como por Alvarez y Monroy (2009); Velasco y Velazquez (2014) en México, han
establecido, en ciudades de estos paises, tanto la prevalencia como el aumento
de pacientes sensibilizados a este polen.

Todos estos autores coinciden en que Casuarina equisetifolia L. es un arbol de
importancia alergénica no so6lo porque se han reportado un gran numero de
pacientes alérgicos a éste, sino también porque en todos estos paises el arbol se
encuentra como flora ampliamente distribuida en las principales ciudades. Estos
trabajos se han complementado con las investigaciones realizadas para describir

las proteinas del polen de esta especie por LiD.y He S. (2006) en China

En el presente estudio de este alergeno demostramos tanto in vivo como en
experimentacién in vitro la reactividad alergénica cruzada que existe entre
Casuarina equisetifolia L y cinco especies de arboles a pesar de que su filogenia
es bastante alejada: Fraxinus uhdei (Fresno), Betula occidentalis (Abedul)
Quercus vellutina (Encino) y Liquidambar styraciflua (Maple), dicha reactividad,
aungue ya se manejaba como hipotesis desde 1987, no se habia determinado ni

comprobado experimentalmente.

Otro aspecto importante que nuestros resultados aportan al estudio de esta
especie como alergeno de impacto esta encaminado a la dilucidacion del alergeno
principal de Casuarina equisetifolia L. ya que encontramos, a través de
inmunodeteccion, dos regiones en los perfiles electroforéticos del polen de esta

especie que tienen capacidad de fijar IgE alergeno especifica. Esto permite
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delimitar las regiones en las cuales podremos encontrar a dicho alergeno principal,
logro que seguramente sea el siguiente paso en el estudio de esta especie de
importancia alergénica. En nuestro estudio no fue posible determinarlo ya que
para ello es necesario un equipo de electroforesis 2D, con el que para este estudio
no contamos.
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11.Conclusiones

» Determinamos, a través de pruebas cutaneas por puncién (prick) in vivo, la
reactividad alergénica cruzada entre el polen de Casuarina equisetifolia L y
los géneros Fraxinus, Betula, Quercus y Liguidambar. Observando el

siguiente orden de reactividad alergénica cruzada:

Betula occidentalis > Quercus vellutina > Fraxinus uhdei > Liquidambar

styraciflua.

» Determinamos a través de PAGE el perfil de proteinas de los extractos de
polenes de Casuarina equisetifolia L., Fraxinus uhdei, Betula occidentalis,
Quercus vellutina, y Liquidambar styraciflua, demostrando que existen
proteinas con PM similares que son las responsables de las reacciones

alergénicas cruzadas gque se observan in vivo entre estas especies.

» Mediante inmunodeteccion identificamos una proteina (PM=14kDa) comudn
en los extractos de poélenes de las especies estudiadas que tuvo la
capacidad de fijar anticuerpos IgE anti Casuarina equisetifolia L presentes

en suero de pacientes alérgicos a esta ultima especie.

» ldentificamos a través de inmunodeteccion una proteina (PM= 60kDa)
comun entre C. equisetifolia L y Betula occidentalis que posiblemente sea la
responsable de la alta frecuencia que existe del cruce alergénico de estas

dos especies.

» Demostramos, basados en los resultados obtenidos in vivo e in vitro, la
reaccitividad alergénica entre Casuarina equisetifolia L (pino australiano)
con: Fraxinus uhdei (Fresno), Betula occidentalis (Abedul), Quercus
vellutina (Encino) y Liquidambar styraciflua (Maple) en pacientes con rinitis

y/o asma alérgicas.
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12.Anexos
Anexo 1. Formato para reporte de resultados de las pruebas cutaneas

p—_
SALUD |
o HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO, OPD-SSA
DIVISION DE INVESTIGACION Y ENSENANZA
LABORATORIO 2 DE INMUNOALERGOLOGIA Y MICOLOGIA MEDICA
NOMBRE EDAD
SEXO EXP DX FECHA

PRUEBAS CUTANEAS POR PRICK
Con antigenos de la marca ALLERSTAND en una concentracién p/v 1:20

ANTIGENO A= ANIMAL | (+)= POSITIVO ANTIGENO A=ANIMAL | (+)= POSITIVO
P=POLEN | ()= NEGATIVO P=POLEN | (-)= NEGATIVO
H= HONGO H= HONGO
0=0TROS 0=0TROS
8. ASPERGILLUS FUMIGATUS H 1. ACACIA LONGIFOLIA P
7. ARTEMISIA LUDOVICIANA P 2. AGROSTI ALBA P
6. AMBROSIA COMFERTIFLORA P 3. ALTERNARIA TENIUS H
5. AMBROSIA ARTEMISIFOLIA P 4. AMARANTHUS PALMERI P
16. COSMOS BIPINNATUS P 9. ATRIPLEX BRACTEOSA P
15. CLADOSPORIUM CLADOS H 10. AVENA SATIVA P
14, CHENOPODIUM ALBUM P 11. BETULA OCCIDENTALIS P
13. CANDIDA ALBICANS H 12. BLATELA GERMANICA A
24. LIQUIDAMBAR STIRACIFLUA P 17. CYNODON DACTILON P
23. LIGUSTRUM LUCIDUM P 18. DERM. FARINAE A
22. HELMINTHOSPORIUM SAT. H 19. FRAXINUS UHDE! P
21. HELIANTHUS ANNUS P 20. GATO (CAT 1) A
32. TARAXACUM OFFICINALE P 25. LOLIUM PERENNE P
31. PHLEUM PRATENSE P 26. MUCOR MUCEDO H
30. CANIS FAMILIARIS (PERRO) A 27. DERM PTERONYSSINUS A
29. PERIPLANETA AMERICANA A 28. PENICCILLIUM NOTATUM H
40. SCHINNUS MOLLE P 33. POLVO CASERO o
39. SALSOLA KAL! P 34. POPULUS ALBA P
38. RUMEX CRISPUS P 35. PROSOPIS JUNIFLORA P
37. RHIZOPUS NIRICANS H 36. QUERCUS VELLUTINA P
48, CONTROL NEGATIVO (-) ] 41. SORGHUM HALAPENSE P
47 CONTROL POSITIVO (+) e 42. ZEA MAYS P
46. POA PRATENSE P 43. CASUARINA EQUISETIFOLIA P
45 JUNIPERUS ASHEI P 44. OLEA EUROPEA P
Por la presente hoy autorizo realizacion de la prueba cutanea a mi (o mi
paciente) después de que el Dr. o
Dra me informé de los riesgos y beneficios de la prueba cutanea.

Rec.ibiendo copia del resultado.

Nombre y firma del paciente o el tutor

Testigo Testigo

ELABORO:




Anexo 2. Caracteristicas de los reactivos comerciales empleados.

1) Kit comercial para determinacion de proteinas

e DC ™ Protein Assay (BIO-RAD)

2) Tincion de plata para proteinas en gel de acrilamida.

e Silver Stain Plus ™(BIO-RAD)

3) Amortiguador de corrida para PAGE

e 10xTris/Glycine/SDSBuffer (BIO-RAD)

4) Marcador de peso molecular para PAGE

e Precision Plus Protein ™ Dual Color Standards (BIO-RAD)

5) Anticuerpo primario para inmunodeteccion

e Monoclonal Anti-human IgE antibody produced in mouse (cGel 1gG2b)
(SIGMA ALDRICH)

6) Anticuerpo secundario parainmunodeteccion

¢ Anti-Mouse IgG (whole molecule)—Peroxidase antibody produced in goat,
affinity isolated antibody, buffered aqueous solution (SIGMA-ALDRICH).
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