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Proliferacion de Linfocitos Totales en Presencia de Escamas
Humanas en Pacientes Alérgicos al Acaro del Polvo

1.-Resumen

Hoy en dia las alergias constituyen un problema de salud puablica ya que su incidencia en
poblaciones de distintas edades las posiciona como una de las principales causas de
ausentismo tanto laboral como escolar. Para los mexicanos el tratamiento de este tipo de
padecimientos representa una gran carga economica, se encontré que el 30% de los

pacientes no recibe ningln tratamiento, y el 26% refirié no tener dinero para pagarlo. (1)

Los alérgenos mas comunes son: Der pl y Der p2 de los acaros presentes en el polvo
casero (Dermatophagoides pteronyssinus), Fel d1 del gato, asi como antigenos de arboles
y pastos como Phl ply Phl p5 (Phleumpratense). En estudios previos utilizando ensayos
in vitro como ELISA, Western Blot y degranulacion de basoéfilos se demostrd que los

pacientes alérgicos a los &caros reaccionaron ante las propias escamas de piel humana. (2)

La proliferacion de linfocitos in vitro inducida por mitdégenos es una de las pruebas mas
empleadas con este fin. Se basa en que ciertas lectinas, como la Concanavalina A, se unen
a residuos hidrocarbonados de glucoproteinas de superficie de los linfocitos T,
estimulando su proliferacion policlonal, transformando la sal de tetrazolio, de color
amarillo, en cristales de formazan de color azul por parte de enzimas mitocondriales de las

células activas (3).

Este estudio se realiz6 una prueba in vitro con el fin de determinar si las escamas
humanas son capaces de inducir la proliferacion de los linfocitos de individuos alérgicos a

los acaros.

Participaron un total de 81 pacientes (30 mujeres y 51 hombres) alérgicos al acaro del
polvo casero que por técnica de escarificacion presentaron una reactividad de tres 0 mas
cruces de acuerdo a los controles positivos aplicados, dicho procedimiento fue realizado

en el area de Alergia e Inmunologia del Hospital Juarez de México, a estos pacientes se les
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realizo un ensayo de proliferacién de linfocitos (EPL) hacia el acaro del polvo y las escamas

humanas.

Los resultados obtenidos de las pruebas de proliferaciéon linfocitaria de los pacientes
alérgicos a los acaros del polvo casero mostraron que casi uno de cada dos presenta una
respuesta positiva al Ag de escamas humanas. Se presentdé un gran parecido en la
reactividad tanto para los acaros del polvo casero como para las escamas de piel humana
con un valor de coeficiente de correlacion de 0.91. Se confirmd la posibilidad de que las
escamas de la piel humana jueguen un papel como fuente de alérgenos. Queda por
determinar cuestiones sobre el orden de los eventos, si primero se produce la

hipersensibilidad tipo | y después la autoinmunidad o viceversa.

2.-Introduccion:

El primer registro de la anafilaxia es del farabn Menes, de Menfis, quien falleci6 a
consecuencia de una picadura de avispa, en el afio 2640 antes de Cristo. El segundo caso
documentado es el del emperador Augusto, en la dinastia Julio-Claudia, quien presentaba
en la primavera “catarro,” dificultad para respirar y lesiones constantes con intenso
purito en la piel. Asi se refieren de otros miembros de la familia, con datos de rino-
conjuntivitis y alergia a los caballos. Esta parece ser la primera evidencia de historia

familiar de atopia, tal como se la considera en la actualidad. (4)

En 1906 Clemens Freiherr von Pirquet acufia el término “alergia” que viene del griego
allos (extrafio) y ergos (trabajo o actividad). Este término se refiere a las reacciones de
tipo inmunoldgico en las cuales se presenta una respuesta de hipersensibilidad contra
alérgenos presentes en polenes, desechos de animales (acaros, perro, gato, cucaracha),
conidios y micelios de hongos y otras particulas suspendidas en el aire contaminado. Estas
reacciones estan mediadas por anticuerpos de la clase inmunoglobulina E (IgE) y forman
parte de las enfermedades respiratorias de naturaleza no infecciosa como la rinitis y el

asma. (5)
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Hoy en dia las alergias constituyen un problema de salud puablica ya que su incidencia en
poblaciones de distintas edades las posiciona como una de las principales causas de

ausentismo tanto laboral como escolar. (6)

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) acepta la rinitis, sinusitis, asma, neumonitis
por hipersensibilidad, conjuntivitis, urticaria, eczema, dermatitis de contacto, choque
anafilactico, angioedema y algunos trastornos gastrointestinales mediadas por IgE como

enfermedades alérgicas. (7)

Se estima que el 20% de la poblacion mundial sufre alguna enfermedad mediada por IgE,
tal como asma, rinitis, conjuntivitis, rinoconjuntivitis, eccema atopico, anafilaxia, entre
otros y se considera que mas del 50% del asma del adulto y alrededor del 80% del asma
infantil, son de origen alérgico siendo afectada del 5 al 15% de la poblacion infantil
mundial. (7) La rinitis alérgica es la enfermedad por hipersensibilidad tipo | con mayor

prevalencia en todo el mundo, pues afecta hasta 25% de la poblacion. (1)

El estudio ISAAC (Estudio Internacional de Asma y Alergias en Nifilos) ha proporcionado
desde 1991 los datos epidemioldgicos en todo el mundo de la prevalencia de
enfermedades alérgicas (asma, rinitis y eccema) y de los factores de riesgo relacionados
con las mismas en grupos de nifilos de 6 a 7 y de 13 a 14 afios de edad. Actualmente,
comprende mas de 100 paises, entre los que se encuentra la Republica Mexicana, y se han
incluido mas de dos millones de nifios. En estos estudios se ha demostrado que la
prevalencia de enfermedades alérgicas se ha incrementado en los paises en desarrollo,

como México. (1)

Para los mexicanos el tratamiento de este tipo de padecimientos representa una gran
carga economica, se encontrd que el 30% de los pacientes no recibe ningun tratamiento, y
el 26% refirid no tener dinero para pagarlo. El 35.6% gasta menos de 100.00 pesos al mes
en remedios; 12.3% gasta entre 100.00 y 200.00 pesos al mes; y 6.8% hasta 600.00pesos
mensuales. El 20.4% gasta mensualmente entre el 10% y el 20% de su salario en

medicamentos. (1)
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Ademés diversos estudios demuestran la coexistencia de diferentes enfermedades
alérgicas en un mismo individuo. Por ejemplo, se ha detectado que hasta 90% de los
pacientes con asma padecen también, rinitis alérgica. En el reporte mundial de
prevalencia de rinitis alérgica, del estudio ISAAC, se encontraron sintomas de conjuntivitis
alérgica en 40.2% de los nifios de entre 6 y 7 afios, y en 50.2% de entre 13y 14 afios de
edad. En los nifios latino americanos, la rino-conjuntivitis alérgica se encontrd asociada
con asma en 71y 44.3% de los nifios de 6-7 y 13-14afios, con eccema en 27.6 y 20.6%, y

coexistieron las tres enfermedades en 27.6 y 14.4%, respectivamente. (1)
2.2.-Hipersensibilidad

El término hipersensibilidad se ha utilizado para describir la excesiva o inadecuada
respuesta inmunitaria frente a antigenos ambientales, habitualmente no patdgenos, que

causa inflamacion tisular y mal funcionamiento orgéanico. (8)

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

monta frente al antigeno y a la sintomatologia clinica que se observa. (4; 5)
Hipersensibilidad tipo |

Reacciones de hipersensibilidad inmediata que se producen dentro de los 15 minutos
desde la interaccién del Ag con la Ig E de las personas previamente sensibilizadas a ese

antigeno. (9; 10)

En primer lugar se produce la entrada del Ag el cual es captado por las células
presentadoras de Ag, que estimulan a los linfocitos Th2 a secretar citocinas estimulando a
los linfocitos B- Ag especificos para producir Ig especifica; ésta se fija a los mastocitos y
basdfilos. Es aqui donde se produce la sensibilizacion al alérgeno; en una segunda
exposicion al Ag se produce la union del mismo a la Ig especifica fijada a la membrana de
dichas células provocando la degranulacion, Esto da lugar a la liberacion de mediadores

vasoactivos e inflamatorios, que causan vasodilatacién, espasmo del musculo liso e
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infiltracion tisular de eosindfilos y otras células inflamatorias, responsables de la

sintomatologia. (9; 10)

Anafilaxia

La Anafilaxia es una reaccion de hipersensibilidad inmediata que afecta a diversos érganos
de manera simultanea. Esta reaccién ocurre con rapidez y puede causar la muerte por
obstruccién respiratoria o colapso vascular irreversible. La liberacién de histamina
también puede ocurrir en ausencia de IgE, los anticuerpos IgG o IgM que activan el
sistema del complemento pueden generar anafilotoxinas como la C3a y C5a, que son
productos del desdoblamiento de C3 y C5, capaces de estimular la liberacién de histamina

por las células cebadas. (11)

Su aparicién requiere de 3 etapas: una exposicion sensibilizante, un tiempo de latencia, en
el cual el antigeno se difunde por todo el organismo estimulando a los linfocitos B. este
periodo dura de 7 a 10 dias. Posteriormente una exposicion desencadenante que hace

que se manifieste el fenédmeno. (8; 11; 12)

Los anticuerpos responsables de este cuadro son las IgE las cuales se unen con gran
especificidad por su fraccion cristalizable a receptores glicoproteinicos de las células

cebadas y basofilos. (12)

La sintesis de IgE resulta de la colaboracién entre el subtipo 2 de los linfocitos T
cooperadores CD4" y los linfocitos B. Los linfocitos Th2 proveen a los linfocitos B de IL-4 e
IL-13 para inducir la expresion de un RNA mensajero utilizado en la sintesis de las IgE.
Ademas de esta sefial soluble, se requiere la interaccion fisica de los linfocitos Th2 con la
célula B a través del marcador de superficie CD154 con el CD40 expresado en el linfocito
B. En contraste los linfocitos T cooperadores CD4" tipo | que producen altas
concentraciones de interferon gama, no producen IL-4, asi que no contribuyen en la

sintesis de IgE. (13)

La union de un antigeno bivalente o multivalente a dos moléculas de IgE adyacentes

determina la estimulacién de las células cebadas o basofilos, que secretan las sustancias
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preformadas acumuladas en sus granulos y de mediadores lipidicos formados en el curso
de la estimulacion. Estas sustancias incluyen histamina, serotonina, SRS-A, bradicinina,

factor de transformacion plaquetario, prostaglandinas y factor quimiotactico. (13)
Hipersensibilidad tipo Il

Este tipo de hipersensibilidad se halla implicado en la patogenia de numerosas
enfermedades auto-inmunitarias, donde los Ac son dirigidos contra Ag propios atacando o

destruyendo diferentes tejidos. (9; 10)

Los mecanismos de lesion mediada por Ac requieren la cooperacién de los leucocitos,
estos se unen por sus receptores a la Fc de la IgG, que se encuentra en célula diana y
producen la lisis celular sin fagocitosis; el proceso citolitico resulta de la accion lesiva
sobre la membrana de la célula diana, ejercida por elementos moleculares presentes en
los granulos de secrecion de diferentes células como; monocitos, neutrdfilos, eosinéfilos y
células NK cuando son liberados al espacio intercelular. Los granulos presentan capacidad

litica frente a eritrocitos, y otras células manifestando su capacidad citotoxica. (14)

Reacciones dependiente del complemento: se puede producir lisis directa cuando los
anticuerpos IgG o IgM reaccionan con el antigeno presente en la superficie celular y
activan el complemento, o bien las células son marcadas por el anticuerpo para ser
fagocitadas o lisadas a través de células. Muchos farmacos inducen este tipo de
reacciones, provocando anticuerpos dirigidos contra el farmaco unido a receptores de
superficie o sobre la membrana de las plaquetas. (15) En las reacciones de
hipersensibilidad anti-receptor: los anticuerpos pudiendo alterar o modificar su funcion.
Esta hipersensibilidad esta involucrada en la patogenia de muchas enfermedades

autoinmunes como la tiroiditis. (16)
Hipersensibilidad tipo 111

Esta se lleva a cabo por la formacién de inmuno-complejos, los cuales se forman por la

unién del antigeno con el anticuerpo. (13)
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La patogenicidad del inmuno-complejo dependera en gran medida de sus caracteristicas
fisicoquimicas. Estos activan al complemento poniendo en marcha una secuencia de
reacciones que llevan a la migracion de células polimorfonucleares, la liberacion de
enzimas proteolitica lisosomales y factores de permeabilidad responsables de la

inflamacion. (16)

La union de antigeno anticuerpo puede tener por consecuencia la formacién de un amplio
espectro de complejos inmunitarios segun la proporcién relativa de antigeno y de
anticuerpo que actian mutuamente. En la zona de exceso de anticuerpo, los complejos
tienden a ser insolubles, pudiendo desencadenar una reaccién de Arthus si se producen
las condiciones adecuadas; en la zona de exceso de antigeno los complejos son mas

solubles y tienen capacidad para liberar aminas vasoactivas y producir vasculitis. (12; 16)

Dado que cada antigeno tiene varios determinantes antigénicos y que cada anticuerpo
tiene al menos 2 lugares de combinacion se pueden formar distintos complejos antigeno-

anticuerpo, los cuales se agrupan en los siguientes tipos (15):

e Tipo I- son formados en excesos de antigeno (pequefios y solubles).
e Tipo II- son complejos de tamafio intermedio y poco soluble.

e Tipo IlI- son formados en exceso de anticuerpos (grandes e insolubles).

Ademas de la proporcién de antigeno y de anticuerpo, el tamafio de los complejos

inmunes esta influenciado por:

e Fuerza de union entre el antigeno y el anticuerpo.

e Tamafio de la molécula de antigeno.

e Tipo de inmunoglobulina que forma el anticuerpo.

e El tamafio y la solubilidad de los complejos puede verse alterada por el complemento

y el factor reumatoide.
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Hipersensibilidad tipo 1V

Este tipo de hipersensibilidad se caracteriza por que los signos y sintomas se manifiestan
después de pasadas unas 24-48 horas del contacto con el alérgeno, es por esto que se le

llama retardada.

En ella no intervienen las inmunoglobulinas, los responsables de este tipo de reacciones

son los linfocitos T, macrofagos, citotoxicas y otras células. (15; 13; 16)

Al penetrar un antigeno capaz de poner en marcha una reaccion de hipersensibilidad
celular, es captado por los macréfagos que lo presentan a los linfocitos T. La respuesta de
estos esta modulada por dos poblaciones de linfocitos T, los reguladores y los
cooperadores Thl. En el caso de que se determine una respuesta, existe una
transformacién blastica de la que surgen dos poblaciones de linfocitos T efectores y de
memoria. Estos ultimos tienen una vida muy larga y guardaran el recuerdo del contacto.
Los efectores estan especificamente sensibilizados frente al antigeno y pueden dar lugar a
dos fendmenos: un efecto citotoxico directo y secrecién de citocinas. En el primer
contacto, la respuesta suele tardar en aparecer un tiempo similar a la humoral, unos 7
dias. En un contacto posterior, la respuesta es mas rapida y surge entre 24 y 48 horas

después del contacto.

Citotoxicidad celular: los linfocitos T citotoxicos se unen al antigeno para destruirlo. Este
efecto se desarrolla cuando el antigeno es un constituyente de la célula o se ha fijado a
ella. Para su destruccion, el linfocito T citotoxico y los antigenos de la célula deben
ponerse en contacto por el MCH clase | y CD16; los linfocitos T citotoxicos destruyen las
células diana a través de la liberacion de los factores citotéxicos como la perforina y
fragmentinas mediante el proceso de exocitosis de los granulos donde se encuentran
almacenados. La consecuencia es la muerte de la célula blanco por necrosis. Una vez
conseguida la destruccion, el linfocito T inicia de nuevo su actividad. Este tipo de
citotoxicidad no requiere la intervencion de anticuerpos ni del complemento. Cuando en
las reacciones de citotoxicidad celular intervienen los anticuerpos y las células NK, se

habla de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. (17)
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2.3.-Alérgenos

Los alérgenos suelen ser proteinas solubles que funcionan como enzimas, estos
frecuentemente tienen cadenas laterales de carbohidratos y son capaces de inducir la
sintesis de anticuerpos del tipo IgE, y por tanto de sensibilizar a personas potencialmente
alérgicas. Tras volver a exponerse al mismo antigeno, el paciente antes sensibilizado
manifiesta los signos y sintomas de la alergia a medida que el alérgeno reacciona con los
anticuerpos IgE situados en las células y estos generan los mediadores de la inflamacion.
Otras cualidades comunes entre los alérgenos son: un peso molecular bajo, elevada
glicosilacion y una gran solubilidad en liquidos corporales es que debera tener al menos
dos epitopos para la unién de la IgE y cada uno debera tener minimo 15 residuos para que

la unién con el anticuerpo sea posible. (15; 16)

Los alérgenos pueden clasificarse de muchas maneras: segun su via de entrada al
organismo como exdgeno y enddgeno. También pueden ser clasificados segun su origen:

polenes, fungico y animal. (15)

Los alérgenos responsables de las enfermedades respiratorias alérgicas, como el asma y
la rinitis, son sobre todo aero-alérgenos. Estos pueden estar en el interior y en el exterior.
Los alimentos y otras sustancias que se ingieren, incluidos los farmacos son importantes,
en especial para las enfermedades digestivas y cuténeas alérgicas. Las sustancias que se
tocan como cremas son responsables de la dermatitis por contacto. Ademés de los
farmacos, en el grupo de sustancias que se inyectan se encuentran los venenos y la saliva

de los insectos. (15; 16)

Los alérgenos mas comunes en paises occidentales son: Der pl y Der p2 de los acaros
presentes en el polvo casero (Dermatophagoides pteronyssinus), Fel d1 del gato, asi como
antigenos de arboles y pastos como Phl ply Phl p5 (Phleumpratense). (15) En 1967 se
descubrié que el principal componente alergénico del polvo casero era un acaro. Los
acaros del polvo domestico o de los colchones (Dermatophygoides), asi como otras

especies de acaros, se encuentran en todo el mundo. D. pteronyssinus es mas comun en
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Europa, junto con Euroglyphus maynei, D. farinae, que se encuentran en EE.UU. y Japon.
(14). Estos &caros se alimentan de epitelio humano o animal y de otros restos ricos en
proteinas que se encuentran en el polvo del entorno humano. Las mayores
concentraciones de acaros se han encontrado en los colchones, las almohadas, las

alfombras, el mobiliario tapizado y las bolsas de aspiradores. (16)

Los alérgenos de los acaros provienen de 2 fuentes, del cuerpo del acaro (Der-p2) y las
heces de este (Der-pl). Las heces son una mezcla de escamas humanas parcialmente
digeridas y enzimas proteoliticas. Las cuales cuando son excretadas y aerolizadas,
entrando en contacto con las mucosas de los pacientes alérgicos e induciendo los

sintomas de alergia. (16; 15)

Y es debido a la presencia de escamas humanas en las heces que existe la posibilidad de
gue los individuos alérgicos tengan una reaccién de sensibilizacion tanto a las enzimas de
los acaros como a las escamas humanas. En estudios previos utilizando ensayos in vitro
como ELISA, Western Blot y degranulacion de basofilos se demostré que los pacientes
alérgicos a los acaros reaccionaron ante las propias escamas de piel humana. Se concluy6
gue un gran porcentaje de los pacientes alérgicos al acaro del polvo presentan auto-
reactividad contra las escamas, lo cual sugiere la participacion de las mismas en inducir

fendmenos de hipersensibilidad. (2)
2.4.-Procesamiento del antigeno

En general las proteinas son los Unicos elementos capaces de generar una respuesta
inmunitaria y para lograrlo requieren un procesamiento por las células auxiliares, seguido
de la presentacibn en su membrana asociadas con moléculas del complejo de
histocompatibilidad (MHC); lo anterior esta determinado por la forma en que el antigeno
ingresa a la célula. Asi los antigenos exdgenos entran a ella por fagocitosis, donde la célula
presentadora del antigeno (macréfago, célula dendritica y linfocito B) los degradan en
fragmentos peptidicos mediante un procesamiento que se lleva a cabo por la via

endocitica. Dentro de esta via se expresan moléculas de clase I, de tal modo que los
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péptidos que se producen se unen a estas moléculas; este complejo se envia a la
superficie celular donde las células T CD4". La expresion de las moléculas clase Il del MHC
se transfiere a las células que presentan el antigeno, por lo que la presentacion de Ag

exogenos se limita a estas células (18).

Por otra parte, el Ag enddgeno se produce dentro de la célula del hospedador, como suele
suceder en una infeccion viral o por el efecto de una transformacion tumoral. Los péptidos
se forman por degradacion, y se enlazan en el reticulo endoplasmético a moléculas de
clase | del MHC, donde son transportados, a la membrana celular. En este caso los
linfocitos TCD8" reconocen al antigeno vinculado con moléculas de clase | del MHC. Como
es evidente, el origen del antigeno define el tipo de moléculas de MHC con las que se

asocia, lo que restringe su reactividad con células CD4 o CD8. (18)

Linfocite T colabocrador Ly

o [ - | — i
cDa*
Linfecitao T colaborades o "
Linfocitos B i PR Uil TS

BAHC 2 _:':l."..l}ﬂ-* Sy, Linfoco T colaborador

ﬁ-‘" ‘ena* -
e

\ CPA Macrdfsgos
-
antigano Linfocos T
i EEESINOS

Figura 2.- Procesamiento de los antigenos y presentacion a los linfocitos T

2.5.-Predisposicion Genética y Epigenetica

En el desarrollo de las enfermedades alérgicas influyen multiples factores genéticos y
ambientales. Los hijos de padres alérgicos tienen un riesgo mayor de sufrir una
enfermedad alérgica. Si uno de esos padres es alérgico el riesgo es del 30%, si ambos lo

son, se eleva a 50%. En gemelos idénticos el riesgo es del 70%. En familiares en primer
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grado de consanguinidad es frecuente encontrar niveles altos de IgE, aun en individuos

sanos. (7; 5)

Las enfermedades alérgicas hacen parte del grupo de “Enfermedades Complejas” ya que
multiples genes pueden participar en su desarrollo. Se han descrito genes de los
cromosomas 1, 2, 5, 6, 7, 11,12 y 17 que confieren un riesgo o una proteccion para el
desarrollo de estas enfermedades. Los genes més frecuentemente involucrados se pueden

agrupar asi (7):

1. Los que modulan la respuesta a la exposicion a factores ambientales como el CD14 y
TLR4.

2. Los que controlan la integridad de las barreras corporales (piel, mucosas) como FLG,
AMCase y YKL-40 de especial importancia en la dermatitis atopica porque regulan la
produccion de quitinasa.

3. Los genes que regulan la respuesta inmunolégica como IL13, TLRa, STAT6, TBX21,
HLAC, GATA3 e IRAKM.

4. Los que controlan la respuesta tisular como ADAM32, POE40 y COL29A1 que regulan

la funcién de los fibroblastos la musculatura lisa y la produccion de colageno.
2.6.-Acaros

Los &caros son artropodos que pertenecen a la clase Arachnida, de respiracion aérea, sin
antenas y con cuatro pares de patas. Pertenecen al orden Acari, es decir, son aracnidos de
abdomen no segmentado y con el cuerpo formado por la fusion del cefalotérax y el
abdomen. Solamente resalta la region portadora de las piezas bucales, denominada
gnatosoma. Los adultos tienen cuatro pares de patas y dos pares de apéndices bucales:
queliceros y pedipalpos. En cambio, las larvas solo tienen sélo tres pares de patas. (19) Su
alimentacion consiste principalmente en escamas humanas o animales que encuentran
en los colchones, sofas y alfombras. En cuanto a la vida media de los Dermatophagoides
en cultivo varia en funcion de las condiciones ambientales, y la de las hembras supera a la

de los machos. A 25 °C de temperatura y 80% de humedad relativa (HR), la vida media de
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hembras de D. pteronyssinus es de 100-150 dias frente a los 60-80 dias de vida media de

los machos. (19)

En 1928 se sugirié por primera vez el papel de los acaros en la alergia al polvo por H.
Dekker, tras encontrar un gran namero de acaros no identificados en el polvo doméstico,
sobre todo en los colchones, y observar que los pacientes alérgicos tenian menos

sintomas en un ambiente sin acaros. (19)

La principal via de exposicion a los acaros domeésticos es a través de la inhalacion de
macroparticulas (10 a 30 micras de diametro) que pueden derivarse del cuerpo o de las
heces de estos artropodos, los cuales por su tamafio, permanecen poco tiempo
suspendidas en el aire y se depositan preferiblemente en telas y colchones. Ademas de ser
inhaladas, los alérgenos contenidos en estas particulas pueden causar reacciones de
hipersensibilidad tipo IgE al entrar en contacto con la piel de individuos con dermatitis
atdpica. Otra forma de exposicion a los alérgenos de acaros es a través de la ingestion de

sus proteinas presentes en alimentos contaminados (17; 20; 21)

La especie de acaro responsable de la alergia que predomina en la mayoria de los paises
es Dermatofagoides pteronyssinus, mientras que Dermatofagoides farinae y Euroglyphus
mayneipueden estin presentes en cantidades variables, segun el clima. Las especies
Dermatofagoides pteronyssinus y Dermatofagoides farinae suman més del 90% de los
acaros encontrados en muestras de polvo doméstico, y son la causa principal de alergia

respiratoria. (19)
2.7.-Diagnostico

El diagnostico en alergia debe ser de certeza, sobre todo si se da un diagndstico negativo.
Los protocolos de diagnéstico suelen requerir una prueba de exposicion controlada (PEC)

y el grado de riesgo de ésta condiciona el protocolo diagnoéstico. (22)

El diagndstico se basa en cuatro pilares, la historia clinica, las pruebas in vitro e in vivo, y la

prueba de exposicion controlada, que es la prueba de referencia. (17; 22)
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El diagndstico, basado en la historia clinica, tiene limitaciones y, de hecho, en series largas
de pacientes con sospecha de reaccion inmediata a medicamentos, se produce respuesta

en las pruebas de provocacion en menos del 20%. (8; 23; 24)

Pruebas in vivo

En 1869 Charles H Blackely, enfermo de rinitis alérgica, se realizé una escarificacién con
polen, lo que le desencadend una violenta reaccion local en el brazo. Siendo esta la
primera referencia respecto del diagnéstico causal mas o menos sistematizado de las

enfermedades alérgicas. (23)

Pruebas cutaneas alergoldgicas: estas constituyen un auxiliar importante en el estudio del
paciente alérgico, pues ayudan a orientar sobre la posible etiologia de su enfermedad.

Estas pueden ser, intradérmicas, por puncion o de parche. (16; 17)

Estas pruebas pueden llegar a ser peligrosas y la intensidad de la reaccién cutanea es
influida por numerosos factores, como la potencia de los extractos y la reactividad de la
piel. El tamafio de la respuesta de la prueba cuténea, por lo tanto no serd empleado como
indicador de que tan alérgico es el paciente a dicho alérgeno en particular, aunque debe
tomarse en cuenta en la evaluacion de alguna reaccion general en inmunoterapia (16; 17;

21).
Slstema de puntuaclén usado habltualmente para graduar
la respuesta a las pruebas cutaneas de hipersensibilidad

Grado Habén Eritema

0(-) =3 mm 0-5 mm

3-5 mm 0-10 mm

Fr 5-10 mm 5-10 mm

3+ 10-15 mm =10 mm

4+ =15 mm o con =20 mm
seudopodos

Figura 3.- Datos que muestran como se evalUa la respuesta alérgica en las pruebas
cuténeas (22).
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Intradermoabracion: esta técnica se emplea para valorar diversas funciones cutaneas,
para el diagnostico de algunas enfermedades en las que la piel se encuentra afectada,
para tratamiento de procesos alérgicos y para determinar la hipersensibilidad inmediata o
retardada. (17; 25)

Para determinar la retardada por lo general la lectura se realiza a las 48 hrs. mediante una
regla flexible que mide el diametro transversal de la induracion en milimetros. La
aparicion agregada de vesiculas o necrosis debe interpretarse como una prueba positiva.
(17; 24)

Prueba de escarificacion: esta prueba es muy empleada en el servicio de
otorrinolaringologia, para el estudio de alergia de tipo respiratorio (rinitis alérgica). Tiene
la ventaja de ser muy rapida (10 a 15 minutos), simple y poco costosa, ademas posee una

alta especificidad y sensibilidad. (17)

Se introduce un extracto del alérgeno a estudiar en la dermis y se evalla la respuesta
mediada por IgE local, caracterizada por ser rapida y evidente a la inspeccion de la region
(17; 24).

Prueba de parche: Se trata de una prueba epicutanea, usada basicamente para el estudio
de los eczemas alérgicos de contacto. Pueden también utilizarse para el estudio de

algunas reacciones a farmacos. (24; 17)

Consiste en la aplicacién de una bateria de sustancias (potencialmente responsables de la
reaccion alérgica) sobre la piel de la espalda en forma de parches durante 48 hrs. la
primera lectura se realiza al retirar los parches y la segunda y definitiva a las 96 hrs. si
existe una reaccion a un alérgeno se evidencia la aparicion de una zona roja (eritema), o

incluso vesiculas u ampollas. (17; 24)

Hay 2 tipos de baterias para pruebas de parche (patch test) estandar, formadas por las
sustancias que dan lugar con mayor frecuencia a alergias de contacto y baterias

especificas (metales, perfumes, tintes, entre otros) (17; 25).
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Provocaciones: consiste en la administracion de pequefias cantidades del alérgeno por via
oral, dérmica, respiratoria u otras esperando la formacion de lesiones como urticaria u

otras. Su defecto es que suelen ser muy peligrosas para los pacientes. (24; 25)
Pruebas in vitro

Actualmente este tipo de técnicas que anteriormente fueron empleadas con el fin de
aclarar los mecanismos de la inmunidad estan siendo empleadas con fines de diagnostico
ya que le proporcionan tanto al médico como al paciente una opciobn menos agresiva y

mas segura que las pruebas in vivo. (25)

Cuantificacién de IgE: la determinacion de IgE es llevada a cabo por diversos métodos de
inmunoénalis y aunque en un principio se utilizaron solo las técnicas isotdpicas de RIA, hoy
en dia la en la mayoria de los laboratorios se utiliza ELISA ya que cuenta con la ventaja de

no requerir el uso de radiois6topos. (17)

RAST (radioallergosorbent test): actualmente es muy usado y que representa una
alternativa a las pruebas cutaneas para determinar el alérgeno responsable de la alergia
con una excelente reproducibilidad y una especificidad muy elevada, ademas es

extremadamente sensible, comparada con las pruebas cutaneas. (17)
EI RAST se recomienda cuando:

4 No es posible suspender el uso de medicamentos como los antihistaminicos que
pueden alterar los resultados de las pruebas cutaneas.

4 La existencia de padecimientos en la piel como: eczema o dermografismo.

4 Se tiene una alta sensibilidad a los alérgenos sospechosos y cualquier estimulo puede

provocar efectos peligrosos.

UniCAP: En esta técnica la fase solida consiste en un polimero hidrofilico de superficie
tridimensional, porosa y elastico de celulosa encapsulado en un soporte de plastico. Este
soporte esta activado con bromuro de ciandgeno y tiene una capacidad de fijacion tres

veces mayor que la del RAST en celulosa a las mismas condiciones de reaccion, incluyendo
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un corto espacio de difusion, de tal manera que el punto de equilibrio puede alcanzarse

en 20 minutos. El alérgeno siempre esta en exceso, pegado a la celulosa. (17; 25)

Proliferacion de linfocitos

Debido al importante papel que tienen los linfocitos T en la defensa del organismo, se han
desarrollado pruebas inmunoldgicas que permiten evaluar su funcionalidad. La
proliferacién de linfocitos in vitro inducida por mitdgenos es una de las pruebas mas
empleadas con este fin. Se basa en que ciertas lectinas, como la Concanavalina A, se unen
a residuos hidrocarbonados de glucoproteinas de superficie de los linfocitos T,

estimulando su proliferacion policlonal. (3)

En la clinica, esta técnica constituye una herramienta para el diagnéstico de las
inmunodeficiencias de tipo celular, tanto primarias como secundarias. En inmunologia
clinica experimental, resulta de gran utilidad para el estudio del efecto que los farmacos,
productos bioldgicos (vacunas, inmunomoduladores) y agentes patdgenos provocan sobre

la respuesta inmune celular. (3)

En el caso del cultivo de linfocitos purificados por gradiente con revelado de proliferacion
por ensayo colorimétrico con MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide).La transformacion del MTT (amarillo) a formazan (azul) sera proporcional a la

actividad celular. (3)
El indice de estimulacion (IE) se calcula por medio de la siguiente férmula:

Promedio de la Absorbancia de los cultivos estimulados

IE.= Promedio de la Absorbancia de los cultivos no estimulados

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

2.8.-Linfocito

Los linfocitos son un tipo de glébulos blancos, una parte importante del sistema
inmunoldgico. Son mucho mas comunes en el sistema linfatico que en la sangre y son el
principal tipo de célula que se encuentra en la linfa representan aproximadamente el 30 %
del total en la sangre periférica. Presentan un gran nucleo esférico que se tifie de violeta-
azul y de escaso citoplasma que contiene algunas mitocondrias, ribosomas libresy un

pequefio aparato de Golgi. (26)

Los linfocitos son células circulantes del sistema inmunitario que reaccionan frente a
materiales extrafios y son las principales encargadas de lainmunidad especifica o
adquirida. (26)

Tienen receptores para antigenos especificos y, por tanto, pueden encargarse de la

produccion de anticuerpos y de la destruccion de células anormales.

Los tres tipos principales de linfocitos son los linfocitos T, los linfocitos B y las células

asesinas naturales (NK). (26)

4 Linfocitos T. Juegan un papel central en la inmunidad celular. Se las llama células T porque
maduran en el timo, una glandula que se encuentra en el cuello. Hay varios subconjuntos

de células T, cada uno con una funcién distinta.

4 Linfocitos B. Son principalmente responsables de lainmunidad humoral. Hacen que los
anticuerpos que puedan unirse a los patdgenos, bloguear la invasién de patégenos,
activar el sistema del complemento, y aumentar la destruccion de patégenos. Se
mantienen dentro de la médula ésea hasta que maduran. Una vez maduros, se extienden

por todo el cuerpo y se concentran en el bazo y los ganglios linfaticos.

4 Células asesinas naturales (NK). Las células NK son una parte del sistema inmune innato y
juegan un papel importante en la defensa contra tumores y células infectadas de forma

viral.
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proceso. Imagen tomada de (26).
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La activacién de los linfocitos T se produce tras el reconocimiento por parte del TCR/CD3
de la molécula HLA y el péptido presentado por la misma este proceso de activacion se
hace mas eficiente si los linfocitos reciben el estimulo de las citocinas mediante su union a

los receptores especificos presentes también en la membrana de estos linfocitos. (27)

Una vez activados los linfocitos T produciran citocinas o factores citotoxicos, segun se
trate de linfocitos T CD4" 0 CD8". Los linfocitos T CD4" colaboraran en la posterior
activacion de otras células, tales como NK, T CD8, linfocitos B o macrdfagos. A su vez los
linfocitos T CD8" tras su activacion ejerceran su funcion citotoxica destruyendo células
blanco. (27; 28)

En muchos casos la unién del antigeno con el TCR no es suficiente para dar lugar a una
respuesta inmunoldgica eficaz. Para que esta respuesta se lleve a cabo se requiere la
participacion de una serie de moléculas conocidas globalmente como accesorias, y cuya
funcion es precisamente la de contribuir al desarrollo de una respuesta inmunoldgica
efectiva facilitando la interaccién entre las distintas células. Se forma asi lo que se viene
en denominar sinapsis entre linfocitos Ty célula presentadora de antigeno. Las principales
moléculas que estan implicadas en este fenémeno de reconocimiento son el CD4, CD8, CD2,
CD45y CD28y sus ligandos respectivos. (28; 29)

Las moléculas CD4 y CD8 son glicoproteinas cuyos ligandos naturales son las moléculas del
MHC de clase Il y de clase | respectivamente. La molécula CD4 pertenece a la superfamilia
de las inmunoglobulinas y estd formada por una sola cadena. La molécula CD8 pertenece
también a la superfamilia de las Ig, pero su estructura difiere considerablemente de la
anterior, al estar formada por dos cadenas homodlogas, alfa y beta, que pueden formar

heterodimeros 0, en menor proporcion, homodimeros (alfa/alfa). (29)

Estas moléculas juegan un papel esencial en la maduracion de los linfocitos. El fenotipo
CD4/CD8 de un linfocito T determina su funcién efectora. Asi, mientras el CD4 se expresa
en la mayoria de los linfocitos T cooperadores, la molécula CD8 se presenta,
principalmente, en aquellos linfocitos T con funcion citotoxica. Es légico que las células T

con fenotipo CD8" reconozcan antigenos en el contexto de moléculas MHC de clase |, ya
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gue éstas tienen una distribucion tisular universal, pudiéndose realizar asi la funcion
citotoxica, reconocimiento y lisis, de cualquier célula del organismo que se encuentre

infectada por virus 0 en un proceso tumoral. (27; 29)

Las moléculas CD2 junto con el CD11a/CD18 (LFA-1) son las moléculas de adhesion
primaria que contribuyen a potenciar la afinidad de unién del linfocito T a la célula
presentadora. Sus ligandos naturales que son el CD58 (LFA-3) y CD54 (ICAM-1)
respectivamente, se expresan en la superficie de todas las células que realizan la funcion
de APC. EI CD2 es una glicoproteina presente en la superficie de timocitos y linfocitos T. Esta
molécula es la primera molécula que se expresa en el linaje T durante su diferenciacion.
(27; 28)

El CD28 se expresa en todos los linfocitos CD4 y aproximadamente en el 50% de los
linfocitos CD8, ademas de su papel en el proceso de adhesion, también participa en el
mecanismo de transduccion de sefial y activacion de la célula T ya que el CD28 induce la
denominada segunda sefial de activacion celular. En ausencia de esta segunda sefial, los

linfocitos T pueden anergizarse. (28; 27)
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3.-Planteamiento del Problema:

Los acaros del polvo domestico tienen como fuente de alimentacion principal a las
escamas de piel humana y se ha sugerido en multiples publicaciones la posibilidad de
reaccion autéloga contra escamas humanas. Esta investigacion puede ayudar a entender
la funcion de las escamas humanas en la patogenia de la alergia a los acaros del polvo
casero. La prueba de proliferacion de linfocitos obtenidos de pacientes alérgicos al acaro
expondré a escamas humanas a estas células, para conocer su reactividad a través de la
proliferaciony asi determinar el papel de las escamas en la patogenia alérgicay evidencia

de auto-reactividad.
4.-Justificacion de la Investigacion:

Las alergias afectan a un 20% de la poblacion convirtiéndose en uno de los principales
problemas de salud puablica, estando entre los 10 primeros lugares de morbilidad el asma
y la rinitis alérgica. Se cuenta con 2 tipos de tratamiento para estos problemas, el
farmacoldgico que solo contrarresta o disminuye los sintomas y el inmunoldgico que
disminuye la reactividad de los pacientes alérgicos ayudando a que los pacientes

disminuyan su dependencia a los farmacos (1; 4; 17).

La hipersensibilidad hacia el acaro del polvo casero es una de las mas comunes y para
ayudar a mejorar el tratamiento inmunoldgico y por lo tanto la calidad de vida de los
pacientes, es importante determinar si las escamas humanas estan jugando un papel
como fuente de alérgenos. Debido a lo anterior se necesitan evidencias de la participacion

de las escamas humanas para inducir una reaccion de hipersensibilidad.

En este estudio se realizard una prueba in vitro con el fin de determinar si las escamas
humanas son capaces de inducir proliferacion de sus propios linfocitos de individuos
alérgicos a los acaros, se realizara en un sistema in vitro para garantizar la seguridad de los

pacientes.

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

5.-Hipotesis

La prueba in vitro de proliferacion de linfocitos totales de sangre periférica de pacientes
alérgicos al polvo casero al ser expuestos al antigeno de escamas humas generara una

respuesta de proliferacién positiva (un IE mayor a 1.5).

6.-Objetivos de la Investigacion

6.10bjetivo general

Determinar mediante una prueba in vitro de proliferacion de linfocitos totales de sangre
periférica de pacientes alérgicos al acaro de polvo casero si al ser expuestos al antigeno de

escamas humas se genera una respuesta de proliferacion.
6.2.-Objetivos particulares

e Elaboracién de un extracto acuoso de escamas humanas (18.76 pg/mL) en una
solucion amortiguadora de boratos y su conservacion a -20°C hasta el momento de su
uso.

e Seleccionar a los pacientes que presenten tres cruces 0 mas en la prueba de
escarificacion a los acaros Dermatophagoides pteronysinus y Dermatophagoides
fariane.

e Obtencién de una muestra de sangre venosa de los pacientes ya seleccionados,
fraccionamiento de la sangre para la obtencion de un plasma rico en leucocitos.

e Enfrentar las células obtenidas con el antigeno de escamas humanas.

e Determinar el indice de estimulacién como medida del grado de reconocimiento hacia
las escamas humanas.

e Calcular la frecuencia con la que se presenta la reactividad al &caro del polvo casero
en la poblacién estudiada.

e Evaluar si esta reactividad es mas comin en hombres o en mujeres.
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7.-Metodologia
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7.1.-Descripcion de Procedimiento:

Obtencién del antigeno de escamas humanas. Se colectaron escamas provenientes de
diferentes individuos sanos (sin distincion de género o edad) por medio del raspado de
talones y espalda. Estas escamas se adicionaron a una solucion amortiguadora de boratos
pH 8.4y se dejé en agitacion durante 24 horas a una temperatura de -4°C. Posteriormente
se realiz6 una centrifugacion a 1918 g durante 15 minutos. Se recuperoé el sobrenadante y
se colocé en una membrana de dialisis para su concentracion por la técnica de aireacion
en refrigeracion por tres dias. Una vez que el volumen fue concentrado a una cuarta parte
del volumen original fue realizada una dialisis de una hora en agua destilada. De manera
adicional se le realizo al extracto una cuantificacién de proteinas medido por la técnica de

Lowry modificado (17).

Seleccidn de los pacientes. Se realiz6 una seleccion de los pacientes alérgicos al acaro del
polvo casero, con la ayuda de la técnica de escarificacion y que hayan presentado una
reactividad de tres 0 mas cruces de acuerdo a los controles positivos aplicados. Dicho
procedimiento se realizd por el area de Alergia e Inmunologia del Hospital Judrez de

México SS. A cargo de la Doctora Maria Isabel Rojo Gutiérrez.

Fraccionamiento de la sangre venosa. Mediante la puncion de la vena basilica del brazo
izquierdo se obtuvo un volumen de 10 mL de sangre venosa. La cual se dejo incubar a 37°C
entre 45-60 minutos para obtener la sedimentacion de la serie roja y se colecto el plasma
rico en leucocitos mediante el aspirado con pipeta Pasteur. El plasma colectado fue
transferido a otro tubo de ensaye y con el fin de eliminar a los glébulos rojos
contaminantes se agregaron 5 mL de agua des-ionizada durante 30 seg. y se reconstituyo
con 5 mL de solucién Alsever 2X. Después de esto se centrifugo a 352 g por 10 minutos, se
decant0 el sobrenadante y se lavo el paquete con solucion salina balanceada de Hank y se
centrifugo nuevamente a 352 g por 10 min y se resuspendid en una solucion de Alsever 1X
para una ultima centrifugacién a 235 g durante 10 minutos y se decanté el sobrenadante y
re suspendiendo la pastilla en 1 mL de solucion salina fisiolégica. Se tomd una alicuota de

dicha suspension y se calcul6 el nimero de células por ml con ayuda de una cdmara de
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Neubauer y se realizé un ajuste de concentracién por dilucion para llegar a un nimero de

4X10%cel/mL.

Extracto de alérgenos de acaros de polvo casero y Candidina: Donados por el laboratorio
de Inmunoalergia y Micologia Médica del Hospital Judrez de México a cargo del QFB

Misael Gonzalez Ibarra.

Ensayo de proliferacion. Utilizando una placa de ELISA de 96 pozos fondo plano y de alta
uniébn marca COSTAR corporation, USA, placa para E.lLA/R.LLA. se prepararon los

siguientes sistemas por triplicado para cada paciente: (véase tabla 1).

Pozo sin | Pozo con | Pozo con Ag de Acaro | Pozo con Ag
estimular Candidina (sistema homologo) de escamas
(testigo (testigo de piel
negativo) positivo) humana
(sistema

heterélogo)

Medio Minimo | 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL
Esencial (MEM)
enriquecido con
suero humano
total
Suspension 50 pL 50 uL 50 pL 50 pL
celular
(4X106cel/mL)
Solucion Salina | 20uL. | s | s e
Fisioldgica (SSF)

Candidina | -----memeemeeees 20Ul | e e
(0.001g/mL)

Ag de acaro i
(0.001g/mL)

Ag de escamas 20pL
humanas
(18.76 pg/mL)

Tabla 1.- la preparacion de los sistemas testigo negativo, testigo positivo, sistema
homologo y sistema heterélogo.
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Los sistemas anteriores de dejaron incubar durante 72 horas a 37°C en una estufa con CO,
al 5%, 4 horas antes de terminar la incubacion se agregaron 20 pL de una solucién de
5mg/mL de cloruro de-2, 3,5 trifeniltetrazolio (TTC) a cada sistema y se dejo terminar el
tiempo de incubacién de 72 horas. Al término del periodo de incubacion se retiraron
100uL de sobrenadante a cada sistema y se les adicionaron 150 pL de iso-propanol,
ensayo 99% (JTBACKER), para disolver el precipitado. Posteriormente se transfirieron a
tubos Eppendorf de 500 pL para su centrifugacion a 479 g durante 5 minutos en una micro
centrifuga mini spin Eppendorf AG Hamburg. Finalmente se tomaron 100 pL del
sobrenadante y se colocaron en una placa de ELISA de 96 posos fondo plano y de alta
unién marca COSTARcorporation, USA, placa para E.I.A/R.L.A. (no. de catalogo 3590)
para hacer su lectura en el lector de placas de ELISA EON BIOTEK Instruments USA a una

longitud de onda de 570 nm.

El calculo del indice de estimulacion se realiz6 tanto para el sistema homé logo como

para el heteor6logo mediante la siguiente férmula:

I E Promedio de la Absorbancia de los cultivos estimulados

"~ Promedio de la Absorbancia de los cultivos no estimulados

Se considera como positivo un IE igual o mayor a 1.5. (3)

Manejo estadistico de los datos: Los resultados obtenidos de estas técnicas se registraron
en una hoja de datos (ver carpeta de anexos), que se mantendra en 2 areas; con un
original y un respaldo.

Los resultados se analizaron por estadistica descriptivay posteriormente por pruebas de
correlacion para variables no paramétricas, con ayuda del programa estadistico SPSS

version 12.
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8.-Resultados

Se obtuvo un extracto acuoso de escamas humanas por medio de la técnica
anteriormente mencionada y se calcul6 la concentracion de proteinas a una concentracion
de 18.76 pg/mL posteriormente con el antigeno ya cuantificado se procedié a dosificarlo
en el ensayo de proliferacion y se utilizaron varias voliumenes desde los 10 uL hasta los
100uL. Al final se seleccion6 el volumen de 20 uL de la solucidn del antigeno, siendo la
concentracion final del mismo de 1.70 pug/mL. Se partioé de una concentracion de células
de 4X10°élulas/mL y se agregaron 50 pL de la misma a cada pozo quedando una
concentracién celular de 909.0 células/pozo. Después de la incubacion de 68 horas se
agrego el TTC y se dejo incubando 4 horas mas para dar un total de 72 horas y
posteriormente se tomo el sobrenadante y se adiciono iso-propanol. Después se procedio
a centrifugar para rescatar el sobrenadante con el cual se realizé la lectura a una longitud
de onda de 570 nm en un lector de ELISA. Los resultados se expresaron en unidades de

densidad optica (Ver tabla 2 y figura 5).

Tabla 2.-Absorbancias de los pacientes alérgicos para los
sistemas (negativos, positivo, homdlogo y heterdlogo).

No. de Negativo Candidina | Agde Escamas de
paciente abs. Acaro piel humana
(positivo) | abs. abs.
1 0.751 1.29 0.852 0.779
2 1.02 1.635 1.43 1.193
3 0.307 0.998 0.673 0.723
4 0.145 0.297 0.166 0.141
5 0.569 1.913 0.984 0.698
6 0.243 1.269 0.365 1.155
7 0.351 1.197 0.654 0.361
8 0.807 1.727 3.643 1.297
) 0.855 2.661 2.413 2.339
10 0.326 2.572 2.276 1.895
11 0.438 1.989 1.702 1.513
12 0.817 1.927 2.463 1.297
13 0.544 1.914 2.002 1.625
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14 0.746 1.494 1.34 1.301
15 1.587 3.058 2.652 2.018
16 1.663 2.614 1.805 1.825
17 0.606 2.258 1.927 1.779
18 1.188 2.019 1.723 1.522
19 0.471 1.737 1.885 1.708
20 1.663 2.615 1.805 1.825
21 0.275 2.542 1.895 2.263
22 1.135 3.365 2.607 2.179
23 0.546 1.025 0.901 0.721
24 0.789 1.58 1.38 0.895
25 1.277 3.415 2.629 2.109
26 0.739 2.097 1.18 1.063
27 0.326 2.572 2.276 1.895
28 0.872 1.676 1.185 1.154
29 0.826 1.759 0.782 1.42
30 0.532 1.801 1.36 1.187
31 0.714 1.904 1.714 1.012
32 0.449 2.15 1.704 1.45
33 1.053 1.848 1.697 1.492
34 1.241 1.986 1.709 1.582
35 0.772 2.043 1.799 1.533
36 1.172 1.817 1.683 1.655
37 0.831 1.32 1.128 1.04
38 1.025 2.403 1.457 1.366
39 1.248 2.446 1.689 1.405
40 0.684 1.35 1.225 1.164
41 0.657 1.508 1.332 1.206
42 0.979 1.739 1.545 1.383
43 0.252 1.552 1.126 1.037
44 0.25 1.632 1.136 1.024
45 0.375 3.623 1.563 1.434
46 0.672 2.084 1.242 0.993
47 0.971 1.792 1.243 1.045
48 0.838 2.623 1.374 1.147
49 0.863 2.324 1.503 1.329
50 0.824 1.488 1.221 1.059
51 0.972 1.569 1.482 1.234
52 0.564 1.367 11 0.693
53 0.934 1.435 1.325 1.094
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54 0.45 1.806 1.246 1.043
55 1.046 3.16 2.269 1.354
56 0.848 1.928 1.664 1.301
57 0.854 1.669 1.383 1.147
58 0.281 1.831 1.679 1.236
59 0.934 2.319 1.942 131
60 0.785 2.287 1.893 1.66
61 0.823 2.826 1.91 1.176
62 0.776 2.706 1.714 1.032
63 0.783 2.541 1.865 1.112
64 0.983 2.175 2.003 191
65 0.661 1.25 1.143 1.028
66 0.867 1.48 1.404 1.304
67 0.794 2.061 1.87 1.376
68 1.159 2.482 2.438 2.377
69 1.106 0.187 0.123 0.114
70 0.07 0.208 0.11 0.104
71 0.112 0.22 0.156 0.139
72 0.11 0.352 0.374 0.128
73 0.287 0.474 0.81 0.45
74 0.25 0.413 0.288 0.255
75 0.077 0.277 0.153 0.132
76 0.058 0.147 0.127 0.11
77 0.096 0.226 0.205 0.139
78 0.076 0.155 0.1 0.108
79 0.176 0.478 0.352 0.348
80 0.158 0.784 0.579 0.463
81 0.506 0.981 0.6 0.58
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alérgicos al 4caro.
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Con el propésito de interpretar los resultados se calculo el indice de estimulacion el cual
nos indicara cuanta veces més proliferacion existe entre el sistema de prueba con
respecto al sistema testigo en donde no se adiciona antigeno, el cual es un valor del
aumento del numero de células que se obtiene como producto de la interaccién con el
antigeno. También nos sirve para interpretar la prueba debido a que el valor de corte se
sugiere que sea con un indice mayor a 1.5 y de esta manera se clasificaron los resultados
para cada paciente en positivos y negativos seglin sea el caso. (Vea tabla 3y figura 6).

Tabla 3,-indice de estimulacion de los pacientes alérgicos.

No. de paciente | .LECandidina | l.LEAgde acaros | |.E Ag de escamas humanas
1 1.717 1.828 1.037
2 1.603 1.402 1.169
3 3.251 2.192 2.355
4 2.048 1.145 0.972
5 3.362 1.729 1.227
6 5.222 1.502 0.638
7 3.41 1.863 0.972
8 2.14 4.514 1.607
9 3.112 2.822 2.736
10 7.89 6.981 5.813
11 4.541 3.886 3.454
12 3.359 3.014 1.587
13 3.518 3.68 2.987
14 2.002 1.796 1.744
15 1.927 1.671 1.271
16 1.572 1.085 1.097
17 3.726 3.179 2.935
18 1.699 1.45 1.281
19 3.688 4.002 3.626
20 1.572 1.085 1.097
21 9.244 6.891 8.229
22 2.965 2.297 1.92
23 1.879 1.65 1.321
24 2.003 1.75 1.135
25 2.674 2.059 1.651
26 2.838 1.593 1.438
27 7.889 6.981 5.813
28 1.922 1.359 1.323
29 2.129 0.947 1.719
30 3.385 2.556 2.232
31 2.667 2.4 1.417
32 4.788 3.795 3.229
33 1.755 1.611 1.417
34 1.6 1.377 1.275
35 2.646 2.33 1.986
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36 1.55 1.436 1.412
37 1.588 1.357 1.251
38 2.344 1.421 1.333
39 1.959 1.353 1.126
40 1.974 1.791 1.702
41 2.295 2.027 1.836
42 1.776 1.578 1.413
43 6.159 4.468 4,115
44 6.528 4.544 4.096
45 9.661 4.169 3.824
46 3.101 1.848 1.478
47 1.845 1.28 1.076
48 3.131 1.639 1.369
49 2.693 1.741 1.539
50 1.806 1.482 1.285
51 1.614 1.525 1.269
52 2.424 1.95 1.229
53 1.536 1.419 1.171
54 4.013 2.769 2.318
55 3.021 2.169 1.294
56 2.273 1.962 1.534
57 1.954 1.619 1.343
58 6.516 5.975 4.398
59 2.483 1.814 1.224
60 2.913 2.412 2.115
61 3.434 2.321 1.429
62 3.487 2.209 1.329
63 3.245 2.382 1.43

64 2.213 2.037 1.943
65 1.891 1.729 1.555
66 1.707 1.619 1.504
67 2.596 2.355 1.733
68 2.141 2.103 2.051
69 1.764 1.16 1.075
70 2.971 1.571 1.486
71 1.964 1.393 1.241
72 3.2 3.4 1.164
73 1.651 2.822 1.568
74 1.724 1.152 1.02

75 3.597 1.987 1.714
76 2.534 2.189 1.896
77 2.354 2.135 1.448
78 2.039 1.316 1.421
79 2.716 2 1.977
80 4.968 3.664 2.93

81 1.939 1.186 1.146
Promedio 3.000 2.332 1.920
S 1.719 1.326 1.238
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Figura 6.- indices de estimulacion calculados a través de datos de absorbancia obtenidos de

suero de pacientes alérgicos al &caro.
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Posteriormente con los datos obtenidos se procedio a realizar el calculo del coeficiente de
correlacion del indice de estimulacion del Ag de acaros y el Ag de escamas humanas con el
fin de apreciar el comportamiento de uno con respecto al otro el cual es altamente
significativo con una p< 0.0001 (Pearson, Kendall y Spearman test) (Véase figura 7 y Tabla
4).

Correlaciones

1E(piel) IE(acaro)
Correlacion de Pearson 1 911"
1E(piel) Sig. (bilateral) .000
N 81 81
Correlacion de Pearson 911" 1
IE(acaro) Sig. (bilateral) .000
N 81 81
Correlaciones
1E(piel) IE(acaro)
Coeficiente de correlacion 1.000 639"
1E(piel) Sig. (bilateral) .000
N 81 81
Tau_b de Kendall »
Coeficiente de correlacion .639 1.000
IE(acaro) Sig. (bilateral) .000
N 81 81
Coeficiente de correlacion 1.000 793"
1E(piel) Sig. (bilateral) .000
N 81 81
Rho de Spearman N
Coeficiente de correlacion .793 1.000
IE(acaro) Sig. (bilateral) .000
N 81 81
Tabla 4.-Coeficientes de correlacion de Pearson, Kendall y Spearman entre
los indices de estimulacion (IE) de los sistemas heter6logo y homélogo, en
suero de pacientes reactivos al acaro.
** La correlacion es altamente significativa con p< 0.0001

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.



http://www.novapdf.com/

Coeficiente de correlacidon entre el IE de los
sistemas heterologo y homaologo
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Figura 7.- Coeficientes de correlacion entre los indices de estimulacién (IE) de los sistemas
heterélogo y homologo

Para los 20 controles negativos (pacientes sanos) se calculo de igual manera el indice de
estimulacion, con el fin de determinar cuantas veces més proliferacion existe entre el sistema de

prueba con respecto al sistema testigo en estos pacientes sin la patologia. (Vea tabla 5y figura 8)

Tabla 5.- indice de Estimulacién (IE) de los pacientes no
No. de paciente |.E candida I.E &caro L.E piel
1 4.262 1.404 1.222
2 2.212 1.322 1.197
3 1.944 0.814 0.74
4 2.589 1.127 1.274
5 2.95 1.471 1.239
6 2.619 1.099 1.041
7 1.559 1.125 1.027
8 4.726 1.111 1.059
9 1.569 1.098 1.078
10 1.533 1.078 1.333
11 2.396 1.291 1.304
12 3.158 1.158 1.475
13 2.212 1.225 1.234
14 4.885 1.385 1.307
15 2.683 1.133 1.016
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16 4.783 1.358 1.045
17 2.302 1.146 1.031
18 3.082 1.109 1.06
19 2.864 1.017 1.051
20 2.619 1.31 1.021
Promedio 2.847 1.189 1.1377

Indice de Estimulacién de los Pacientes
6 Sanos

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

3
[ Ecandida mmmm|.E4caro  mmmm|.Epiel ==<=valorde corte

Figura 8.-indice de estimulacion obtenido a través de las absorbancias del suero
de pacientes no alérgicos. Donde IE cdndida es indice de estimulacion usado como
control positivo. IE &caro es el sistema estimulado con antigenos de acaro, IE piel
es el sistema estimulado con escamas de piel

Al igual que en el caso de los pacientes alérgicos se procedid a realizar el célculo del
coeficiente de correlacion del indice de estimulacion del Ag de &caros y el Ag de escamas
humanas en pacientes no alérgicos, con el fin de apreciar el comportamiento de uno con
respecto al otro. En este caso encontramos prueba de Pearson con una leve significancia y

las pruebas de Kendall y Spearman no existe esta correlacion (Tablas 6 y 7).
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Correlaciones

1E(piel) IE acaro
Correlacion de Pearson 1 557
1E(piel) Sig. (bilateral) .013
N 20 20
Correlacion de Pearson 557" 1
IE acaro Sig. (bilateral) .013
N 20 20

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Tabla 6.-Coeficientes de correlacion de Pearson entre los
indices de estimulacion (IE) de los sistemas heter6logos y
homologo, en suero de pacientes no reactivos al acaro

Correlaciones

1E(piel) IE acaro
Coeficiente de correlaciéon 1.000 251
1E(piel) Sig. (bilateral) . 132
N 20 20
Tau_b de Kendall
Coeficiente de correlaciéon .251 1.000
IE acaro Sig. (bilateral) 132
N 20 20
Coeficiente de correlaciéon 1.000 .386
1E(piel) Sig. (bilateral) . .103
N 20 20
Rho de Spearman
Coeficiente de correlaciéon .386 1.000
IE acaro Sig. (bilateral) .103
N 20 20

Tabla 7.-Coeficientes de correlacion de Kendall y Spearman entre los
indices de estimulacion (IE) de los sistemas herpetdlogos y homoélogo de
pacientes no reactivos al acaro.

** La correlacion es altamente significativa con p< 0.0001

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

Con el fin de determinar si la alergia al 4caro del polvo es mas comun en hombres o

mujeres se realiz6 un analisis descriptivo de frecuencias obteniendo la prevalencia por

sexo (Figura 9).

Distribucion por Género

MUJERES
37%

Figura 9.-Distribucién de la poblacion problema de acuerdo a género.

Tras calcular el indice de estimulacion con el fin de saber cuantos de los pacientes en el
estudio presentaron una respuesta positiva al ser estimulados con el antigeno de &caros,
comparandolos con los positivos a escamas humanas y los positivos (todos) al acaro del
polvo doméstico por prueba cutanea considerada como la prueba de oro o referencia se

procedio a realizar el siguiente grafico. (figura 10)
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Figura 10.-Grafico comparativo entre la distribucion de positividades en porcentaje (%) de
acuerdo al género. Comparando prueba cutanea (todos positivos), prueba de proliferacién
a escamas humanas y prueba de proliferacién al acaro.

Adicionalmente se realizo el calculo del grado de Sensibilidad y Especificidad de la prueba

de proliferacion de linfocitos para el sistema homologo de Ag de &caros.

Tabla 8.-Datos para el calculo de Sensibilidad y Especificidad de la prueba de proliferacion de
linfocitos para el sistema homadlogo de Ag de &caros.

Sistema Prueba positiva Prueba negativa
Verdaderos positivos 59 22

(n=81)

Verdaderos negativos 0 20

(n=20)
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o verdaderos positivos
Sensibilidad = — - x 100
verdaderos positivos + falsos negativos

Sensibilidad = x 100 = 72.839

59 + 22

o verdaderos negativos
Especificidad = - — x 100
verdaderos negativos + falsos positivos

x 100 = 100

Especificidad = 20+ 0

Analisis demografico

Durante la entrevista de reclutamiento para el estudio se pregunt6 la edad de los
pacientes la finalidad de conocer el rango de edades en las que se presenta un aumento

en la incidencia de alergias (Figura 11).

positividades de Pruebas de proliferacion de
acuerdo al grupo etario

100%

80%

60%

40%

20%

—-—

0%
0al0 11a20 21a30 31a40 41a50 51 0o mas

m Ensayo de proliferacion piel m Ensayo de proliferacion acaro

Figura 11.- Comparativo de positividades de Pruebas de proliferacion de acuerdo al grupo
etario.
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Adicionalmente con los datos colectados durante la entrevista con los pacientes
participantes fue posible realizar un gréfico donde se muestra otros alérgenos a los cuales
los pacientes participantes demostraron una respuesta positiva en la prueba de
escarificacion, los alérgenos empleados durante este ensayo fueron : Acacia longifolia,
Agrosti alba, Alternaria tenus, Amaranthus palmeri, Ambrosia elatior, Ambrosia
confertiflora, Candida albicans, Chenopodium album, Cladosporium clados, Cosmos
bipinnatus, Cynodon dactylon, Lolium perenne, Mucor mucedo, Penicillium notatum,
Periplaneta americana, Canis familiaris, Rhizopus nigricans, Rumex crispus, Salsola kali,
Shinus molle, Sorghum halapense, Zea mays, Artemisa ludoviciana, Aspergillus fumigatus,
Atriplex bracteosa, Avena sativa, Betula occidentalis, Blatella germanica, Fraxinus uhdei,
Felis domest gato, Helianthus annus, Helminthosporium sp, Ligustrum lucidum,
Liquidambar styr, Phleum pratense, Taraxacum officinale, Polvo casero, Polpulus alba,
Prosopis juniflora, Quercus vellutina, Casuarina, Olea europea, Juniperus ashei y Poa

pratense (tabla 9).

Tabla 9.- Frecuencias de respuesta a otros alérgenos
de los pacientes participantes en el estudio.
Alérgeno Frecuencia | % de
(pacientes) | pacientes
reactivos
Acaro de polvo casero 81 100
Acacia longifolia 1 1.23
Agrosti alba 3 3.7
Alternaria tenus 3 3.7
Amaranthus palmeri 2 2.46
Ambrosia elatior 1 1.23
Ambrosia confertiflora 3 3.7
Candida albicans 2 2.46
Chenopodium album 0 0
Cladosporium clados 3 3.7
Cosmos bipinnatus 3 3.7
Cynodon dactylon 11 13.58
Lolium perenne 6 7.4
Mucor mucedo 3 3.7
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Penicillium notatum 5 6.17
Periplaneta americana 12 14.81
Canis familiaris 0 0
Rhizopus nigricans 1 1.23
Rumex crispus 5 6.17
Salsola kali 0 0
Shinus molle S 6.17
Sorghum halapense 1 1.23
Zea mays 0 0
Artemisa ludoviciana 2 2.46
Aspergillus fumigatus 2 2.46
Atriplex bracteosa 1 1.23
Avena sativa 4 4.93
Betula occidentalis 6 7.4
Blatella germanica 8 11.11
Fraxinus uhdei 8 9.87
Felis domest gato 5 6.17
Helianthus annus 6 7.4
Helminthosporium s. 1 1.23
Ligustrum lucidum 6 7.4
Liquidambar styr 11 13.58
Phleum pratense 5 6.17
Taraxacum officinale 0 0
Polvo casero 19 23.45
Polpulus alba 2 2.46
Prosopis juniflora 2 2.46
Quercus vellutina 5 6.17
Casuarina 0 0
Olea europea 3 3.7
Juniperus ashei 7 8.64
Poa pratense 4 4.93
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9.-Discusion

En cuanto a la descripcion de la poblacién se puede mencionar que el tamafio de la
muestra fue de n=81. Mostrdndose un predominio del género masculino con un 63%
contra un 37% del género femenino. (Vea figura 9) Este dato no tiene concordancia con el
predominio del género femenino en la prevalencia de las alergias, sino mas bien que en
esta muestra hubo una mayor captacion del género masculino y esto repercutié en un
mayor porcentaje de este género. Pero al determinar el porcentaje de positividad para
ambos antigenos (Ag acaros y Ag escamas humanas) se pudo observar que no hubo una
diferencia significativa entre géneros, en el caso de los acaros fue de un 67% de mujeres y
76% de hombre. Para el caso de las escamas fue de un 50% de mujeres y 45% hombres
(Ver figura 10).

La respuesta de proliferacion de los linfocitos en los pacientes frente a los diferentes
antigenos: 1) candidina, 2) Ag. Acaros y 3) Ag. Escamas de piel humana, fue medida
mediante un meétodo espectrofotométrico que evalud la actividad metabdlica de los
linfocitos mediante la reduccién del colorante TTC a formazan. Es decir, que a mayor
grado de estimulacion del antigeno sobre los linfocitos habrd una mayor intensidad de

coloracion en el sistemay viceversa.

Al comparar los resultados obtenidos con respecto al testigo positivo, la candidina obtuvo
el mayor grado de estimulacién como es de esperarse para el testigo positivo. En segundo
lugar fue para el sistema homologo (alérgeno de acaros). Y el tercer lugar con valores de IE
muy cercanos a los acaros se encontrd el sistema heterdlogo (alérgeno de escamas
humanas). Al final quedo el grado de proliferacion obtenido de las células sin estimular, el
cual mostro como se esperaba una baja actividad por parte de los linfocitos, sirviendo de

esta manera como un verdadero grupo testigo negativo (Ver figura 6).

En los pacientes sanos se observd el mismo comportamiento pero tanto el indice de
estimulacion del sistema homologo como el del heter6logo permanecié como negativo en

todos los casos (I.E <1.5) (Ver figura 8).

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

En cuanto a el grado de correlacién entre la respuesta proliferativa de los linfocitos hacia
los Ag de acaros y el Ag de escamas humanas se pudo apreciar un comportamiento
altamente significativo con una p< 0.0001 realizando las tablas de Pearson, Spearman’s y
Kendall test, lo cual indica que entre mas aumente la respuesta a los acaros también
aumentara la respuesta hacia las escamas de la piel y se interpreta como una
sensibilizacion simultanea por parte del individuo que respira las heces de los acaros junto

a las escamas (Véase figura 7 y tabla 4).

Con estos resultados se puede concluir que existe una respuesta de proliferacién hacia la
escamas humanas en casi uno de cada dos pacientes alérgicos al acaro del polvo haciendo
evidente la existencia de una reactividad hacia las escamas de piel y confirmando la
posibilidad de que estas jueguen un papel como fuente de alérgenos, lo cual es
sustentado por la evidencia de que existen anticuerpos IgG1, IgG4 e IgE que reconocen los
extractos de escamas humanas. Lo cual fue demostrado tanto por ELISA como por
WESTERN BLOT. Asi como por el ensayo de degranulacién de baséfilos que indico que el
58% de los pacientes alérgicos a los acaros presentaron anticuerpos IgE contra las
escamas humanas y son capaces de inducir la degranulacion de basofilos de sangre

periférica (2).

Estos hallazgos pueden ser comparados con estudios anteriores en los que se hizo
evidente la presencia de anticuerpos contra escamas humanas en los pacientes alérgicos a
los acaros del polvo, sefialando una sensibilizacion de estos pacientes hacia proteinas de
su propia piel. Algunas razones por las cuales puede ocurrir lo anterior pueden ser 1) Que
se presente una sensibilizacion simultanea hacia las escamas y los alérgenos de los acaros
al estar presentes ambos en las heces y ser aerolizados 2) Como una consecuencia de la
respuesta inflamatoria in situ se puede generar una reactividad hacia las proteinas de la

piel inflamada; dando inicio a un auto reconocimiento por pérdida de tolerancia.

Con los IE obtenidos de los pacientes no reactivos a los acaros también se realizd un
calculo de correlacién de la respuesta proliferativa hacia los Ag de acaros y de escamas de

piel humana de igual manera que con los de los pacientes alérgicos se realizaron tablas de
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Spearman’s y Kendall test dando como resultado un comportamiento no significativo pero
para la prueba de Pearson se mostrO un comportamiento con un pequefio grado de
significancia esto muy probablemente debido a que esta prueba no es la mejor para el

tipo de ensayo realizado ya que esta prueba es no parameétrica.

Gracias a los datos colectados durante la entrevista de inclusion al estudio fue posible
determinar en qué grupo etario se registra la mayor incidencia de alergia a los acaros del
polvo y respuesta positiva contra las escamas humanas (ver Figura 11), la cual fue en los
primeros 10 afios con un 31% donde se registraron la mayor cantidad de casos en el
estudio, después de esta primera década de vida se puede apreciar un descenso en la
incidencia seguida de un pico entre la cuarta y quinta década de vida. Dato que concuerda

con la bibliografia estudiada en cuanto a la prevalencia de las alergias. (5; 10; 19)

El grado de similitud en la respuesta obtenida hacia el antigeno de los &caros presento una
sensibilidad de un 72.839% en comparacion con la prueba de escarificacion la cual fue
empleada como criterio de inclusion de los pacientes y ademas es considerada el estandar
de oro para la hipersensibilidad tipo |. Mientras que para el caso del sistema heterdlogo,
es decir hacia el antigeno de escamas humanas se present6 un 53% de casos positivos por

la prueba de proliferacién de linfocitos.

También se pudo conocer a que antigenos ademas del acaro del polvo se presentd una
respuesta positiva por parte de los pacientes con este padecimiento (ver Tabla 9). Los
primeros lugares en frecuencia fueron: el antigeno del Polvo casero con una del 23.45%
seguido del de Periplaneta americana (cucaracha americana) con un 14.81% de los casos y
en tercer lugar con igual de 13.58% fueron los antigenos de Liquidambar styr (arbol

liquidambar) y el de Cynodon dactylon (césped).

En mi opinion es necesario realizar méas estudios con el fin de determinar tanto el
mecanismo como el origen de estas reacciones, debido a las implicaciones que derivan de
este estudio y que son: que una enfermedad por hipersensibilidad tipo | puede

desencadenar otra por autoinmunidad o viceversa. Determinar el orden de estos
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acontecimientos es importante en la descripcion del mecanismo de patogenicidad en las

enfermedades alérgicas.

10.- Conclusiones

3

En el ensayo de proliferacion de linfocitos de los pacientes alérgicos hacia el acaro del
polvo se encontré que uno de cada dos pacientes presentaron reactividad hacia las
escamas de piel humana.

En cuanto a la prevalencia de este padecimiento entre géneros se determino que no
existe una diferencia significativa, ni para el caso de los &caros, ni tampoco para las
escamas.

Al momento de organizar a los pacientes por grupos etarios se pudo ver que ésta
autoreactividad es mas comuan durante la primera, segunda, disminuye en la tercera y
aumenta nuevamente a partir de la cuarta década de vida.

Se present6 un gran parecido en la reactividad tanto para los acaros del polvo casero
como para las escamas de piel humana con un valor de coeficiente de correlacion de
p=0.0001.

La sensibilidad mostrada por la prueba de proliferacion de linfocitos fue de un 73%
junto con una especificidad del 100% lo cual la convierte en una alternativa de
diagnostico in vitro para los pacientes que no son candidatos para realizar una prueba

in vivo por razones de seguridad.
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11.-Anexos:

11.1.-HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“Proliferacion de Linfocitos Totales en Presencia de Escamas Humanas en
Pacientes Alérgicos al Acaro del Polvo”

No. de
paciente

No de
expediente

Edad

Sexo
(F1
M2)

Diagnds
tico

Prueba a
Dermatophagoides

Prueba a
Dermatophagoides

pteronysinus
(neg. 0, pos. 1)

fariane
(neg. 0, pos. 1)

IEa
acaros del
polvo

IEa
escamas
de piel
humana
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11.2 REACTIVOS

4 Solucién Salina de Hanks

Componentes g/litro

NaCl.........cco....... 8.0 KClueeoiiiecie 0.4 MgSQ,4 7H20.................. 0.2
C&C'zHgO ............ 0.185 Na;HPO.,........... 0.046 KHoPOg4...ooovveevvieii 0.06
Glucosa............... 1.0 NaHCOs............. 0.35 Agua destilada

4 Solucién Alsever 1X

Glucosa...............2.05% Cloruro sédico..... 0.42 % Citrato sodico.............. 0.8 %A

cido citrico......... 0.055 % Agua destilada

4 Medio Minimo Esencial (MEM)

Concentraciones en mg/L)

Ca(NOs3)z........... 300 KNO3...vooeveeeeeens 80 MOS0 reververeeeevreereee 720
KCluooioiiiiine 65 NazSO4....covvvvin 200 NaH2PO4....c.ccoovviviin, 19

MnSO4......ocvve 7.0 ZNSO4..ccccvviinnn, 3.0 H3BOs....oooovviviiiiiien 1.5
Kl 0.75 Fe2(SO4)z..vvveenne. 25 Glicina..........cccovviee.. 3.0
Ac. Nicotinico......0.5 Piridoxina HCI........ 0.1 Tiamina.............coevee...0.1

4 Solucion Salina Fisiol6gica

CINa 0.9 % Agua inyectable
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