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RESUMEN

Antecedentes:

La rinitis alérgica es un problema de salud importante a nivel mundial, que
principalmente se presenta en nifios y adolescentes. Los hongos son causa
frecuente de sensibilizacion alérgica. La busqueda de nuevos funguicidas e
inmunomoduladores de la respuesta inmune a hongos. es una alternativa para dar

solucion al creciente problema de rinitis alérgica asociada a hongos.

Objetivo del estudio:

Se estudio el efecto de la toxina Cry 1Ac de Bacillus thuringiensis sobre el

crecimiento de los hongos alergénicos

Material y métodos:

Se determiné la morfologia macroscépica y microscopica de hongos aislados de
exudados nasales de pacientes con rinitis alérgica.

Se cultivaron células mononucleadas, mediante el método de seleccion por
gradiente de densidad 1.077 (Ficoll-Hypaque).

Se utiliz6 medio RPMI 1640 y suero fetal bovino inactivado al 10% para el
crecimiento de los monocitos., que se estimularon con distintas concentraciones de
Cry 1Ac, a las 72 horas se obtuvieron sobrenadantes de cultivos y posteriormente
se utilizaron para la realizacion de fungigramas.

Se realizaron fungigramas con toxina pura y a diferentes concentraciones

Resultados:

Las cepas fungicas se biotipificaron por equipo Biolog, identificando los siguientes
géneros: Absidia sp, Aspergillus sp, Alternaria sp, Penicillium sp, Eupenicillium sp,
Fusarium sp, y Cladosporium sp.

Se realizé la identificacion macroscopica y microscopica con tinciéon azul de
lactofenol encontrando una relacién del 100% con los biotipificados por equipo
Biolog.En las pruebas de sensibilidad: los sobrenadantes (discos con 20uL) no
presentaron inhibicion frente a las cepas de hongos alergénicos.

La toxina Cry 1Ac pura a diferentes concentraciones, e impregnado con

20 uL/disco, inhibié el crecimiento fungico.Los hongos que presentaron inhibicion



de su crecimiento fueron Alternaria sp, a 31.25ug/mL, Absidia sp a 500ug/mL y
Eupenicillium sp a 500ug/mL el diametro fue de 2mm y consecutivo en los tres

hongos y comparables con Anfotericina B como control positivo.

Conclusiones:

Los sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas activadas por Cry 1Ac, no
presentan propiedades antifungicas.
La protoxina Cry 1Ac a diferentes concentraciones inhibi6 el crecimiento fungico en

Alternaria sp, Absidia sp y Eupenicillium sp



INTRODUCCION

Las enfermedades alérgicas representan un grave problema de salud publica,
principalmente en los paises industrializados, afectando a casi 500 millones de
personas en el mundo, enfermedades como rinitis, asma, dermatitis atopica y
conjuntivitis estan condicionadas a factores ambientales y a la predisposicion
genética de cada individuo, ocupando uno de los primeros lugares de los motivos
de atencién médica y hospitalizacién entre las enfermedades crénicas de los nifios
y los adolescentes, ademas, es un proceso que incrementa los costos, el

ausentismo escolar-laboral y suele tener otras repercusiones sociales negativas. "2

La rinitis alérgica es la enfermedad producida por la inflamacion de la mucosa
de las fosas nasales, y se caracteriza clinicamente por sintomas de obstruccién
nasal y congestion de las areas adyacentes (senos paranasales), puede
acompanarse de prurito nasal y estornudos. La rinitis alérgica puede ser producida
por aeroalérgenos como: polvo casero, acaros, epitelios de animales, polenes,

malezas y hongos. 3

La inhalacion sistémica de esporas de hongos puede inducir patologia
alérgica respiratoria, tanto de vias aéreas superiores como de inferiores, en
personas sensibles. Las esporas de los hongos contienen moléculas como
glucoproteinas, proteinas y polisacaridos que pueden desencadenar reacciones de

hipersensibilidad de tipo | mediada por IgE.4

Los hongos de mayor importancia desde el punto de vista alergoldgico, por su
predominio y potencia alergénica, pertenecen a los géneros de Alternaria,
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Helminthosporium, Epicoccum, Fusarium,

5, 6,7

Mucor, Rhizopus y Aureobasidiuz, incluyendo a algunos basidiomicetos como

Schizophyllum comune.®

La alergenicidad de los hongos y sus esporas no esta solo en funcién de su
antigenicidad, sino de su presencia en el medio ambiente, su generacién, su

liberacion, su transporte y el depésito en las mucosas de un huésped susceptible.®



Por otra parte, los problemas de seguridad y toxicidad de los farmacos
antifungicos principalmente de los polienos (anfotericina B y nistatina) o de
aparicion de resistencias sobre todo a fluconazol hacen que exista la inquietud por
el desarrollo de nuevos antifungicos con ventajas apreciables.“’ La frecuencia y
gravedad de las micosis como la aparicion de diferentes formas clinicas de las
micosis clasicas y de nuevas infecciones, es cada vez mas importante en la
patologia humana.

Existe un incremento del empleo de los antifungicos sistémicos y esto ha
ejercido una importante presion sobre la necesaria investigacion para la obtencién
y desarrollo de nuevas inmunoterapias sistémicas. Aun mas si tenemos en cuenta
que el tratamiento de las infecciones graves invasoras esta limitado al uso de la

anfotericina B.1°

La protoxina Cry 1Ac del Bacillus thuringiensis se ha utilizado en ensayos
inmunologicos activando células mononucleadas de humanos, se ha demostrado
que esta protoxina aumenta la respuesta inmunoldgica por ser un potente
inmundgeno y adyuvante de mucosas. Se han realizado trabajos experimentales
in vitro para observar el efecto bactericida de sobrenadantes de células
mononucleadas activadas por la protoxina Cry 1Ac, dando resultados
satisfactorios, sobre todo en la inhibicibn de microorganismos como

Proteus vulgaris, Escherichia coli, Moraxela catarralis, Salmonella y Shigella."

Debido a estos antecedentes, el presente trabajo va encaminado a la valoraciéon
del efecto de Cry 1Ac de Bacillus thuringiensis, en cepas de hongos alergénicos

aislados de pacientes con diagndstico de rinitis alérgica.



ANTECEDENTES GENERALES

La nariz es un érgano complejo que cumple con una serie de funciones: es parte
importante de la via aérea superior, filtra particulas hasta de 30 micrones, calienta
y humidifica el aire que va a llegar a los pulmones, es responsable de la olfaccion y
guimiosensacion provocada por sustancias téxicas, modifica la voz por efecto de

resonancia y ademas es fuente de reflejos que afectan a todo el organismo.?

1.- Seno frontal
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» E 3.- Cornetes
! N 4.- Paladar 6seo
| 3 | e~ ,,./ 17 5.- Dientes
= N 6.- Lengua
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W — \r 15 i | 8.- Hioides
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15.- Uvula

16.- Paladar blando
17 .- Nasofaringe
18.- Seno esfenoidal

Figura 1. Las vias aéreas superiores
(Atlas Sistema Respiratorio- MSD).

Caracteristicas de la nariz:

El aire ingresa a los pulmones a través de las fosas nasales. La nariz filtra el aire,
le da humedad y la temperatura necesaria para que llegue a los pulmones en las
condiciones mas favorables; en otras palabras, el aire que penetra por la boca
contiene impurezas y gérmenes o puede ser muy frio, por lo que es mas irritante
que el aire que llega a través de la nariz. Para lograr todos estos efectos la nariz
cuenta con una estructura de cartilagos, huesos y de una capa que los reviste

llamada “mucosa”, de caracteristicas ultra especializadas.13
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En la estructura de las mucosas de las vias respiratorias  superiores e
inferiores existe cierta similitud. Ambas poseen un epitelio pseudoestratificado,
cilindrico y ciliado; en la submucosa hay vasos sanguineos, glandulas mucosas,
terminaciones nerviosas, fibroblastos y células inflamatorias, como: monocitos,

linfocitos, y células cebadas.
Alergia

El término alergia, se define como una reaccion inmunoldgica especifica a una
sustancia normalmente innocua, una sustancia que no causa problemas a otras

personas. Esta reaccion inmunolégica, es una reaccion llevada a los extremos.

Esta puede manifestarse en forma de asma, rinitis, urticaria, o de dermatitis
eczematosa. En general, hay una predisposicion familiar a padecerlas, sin

embargo, pueden presentarse en individuos sin antecedente alguno.

Las personas que tienen alergias, usualmente la tienen a mas de una sustancia, o
tienen manifestaciones alérgicas en mas de un érgano. Esto es debido a que todo
el organismo es alérgico y no solamente una parte de él. Los productos que con
mayor frecuencia causan alergias (alergenos) son: alimentos, esporas de hongos,

latex, medicinas, particulas de polvo, polenes, y venenos para insectos.™

Un alérgeno es un antigeno que provoca la produccion de IgE por parte del
sistema inmune, e induce, tras unirse a esta inmunoglobulina, una reaccién
alérgica.Los alergenos mas comunmente asociados a enfermedades atdpicas son

los inhalados (aeroalérgenos) y alimentarios.

Los aeroalergenos son particulas transportadas por el aire, capaces de producir
alergia respiratoria, cutanea o conjuntival. El aire inspirado contiene numerosos
agentes nocivos e irritantes, incluyendo irritantes aéreos gaseosos, tales como
éxido de nitrégeno o azufre y ozono, asi como alergenos medioambientales.'®Las
sustancias que con mayor frecuencia producen cuadros alérgicos, a través de la
inhalacién, son los pdélenes, esporas de hongos, diferentes tipos de polvo, acaros,
epitelio de animales, y otras sustancias que invaden directamente la mucosa
respiratoria. La mayor parte de los alergenos transportados por el aire suelen ser

proteinas o sustancias unidas a proteinas. La mayoria resultan ser glicoproteinas
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solubles, sin caracteristicas fisico-quimicas especiales, salvo un peso molecular
comprendido entre 10.000 y 40.000 daltons. Aun es menos conocida la actividad
bioldgica de alguna de estas proteinas.El tamafio de los aeroalérgenos es también
importante. Los alergenos mejor conocidos varian entre 1 y 60um. Las particulas
de polen anemodfilo, por ejemplo, miden entre 20 y 60um, las esporas de hongos
habitualmente varian entre 3 um y 30 um. Las particulas de polvo tienen de 1um

a10um.

rasgunos
|‘ de:sganimal

Figura 2 Reacciones alérgicas.

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/esp_imagepages/19150.htm

Los mecanismos protectores de la mucosa nasal y de las vias respiratorias, a
través de los cilios que transportan las particulas a orofaringe siendo estas
deglutidas y desnaturalizadas rapidamente en estdmago, eliminan la mayoria de
las particulas mas grandes, de tal manera que sélo aquellas de 3um o menores
son capaces de alcanzar los alvéolos pulmonares. Ello explica una mayor
exposicion de las mucosas nasal y conjuntival y de las vias respiratorias
superiores. Sin embargo, puesto que la mayoria de las particulas, al menos las
mayores, dado su tamafo, no penetran en los bronquios terminales y alvéolos
deben considerarse otros mecanismos alternativos de respuesta de las vias
aéreas.

Rinitis
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Es el sindrome producido por la inflamacion de la mucosa de las fosas nasales,
que se caracteriza clinicamente por sintomas de obstruccidén nasal y congestién de

las areas adyacentes (es frecuente la afectacion ocular y de senos paranasales).

Suele acompanarse de prurito nasal y estornudos. Considerada en conjunto

constituye unos de los motivos mas frecuentes en medicina general.

La calidad de vida se ve afectada por la rinitis, ya que entorpece la actividad
diaria, dificulta la con concentracion y por tanto disminuye rendimientos escolares y
laborales, entorpece las relaciones sociales e impide el suefo. Por todo ello

constituye una causa de abstencionismo laboral y escolar.
Rinitis alérgica

Es una enfermedad de las vias aéreas superiores causada por la exposicion de la
membrana mucosa a materiales alergénicos en individuos sensibilizados y esta

mediada por mecanismos inmunoldgicos.

La Rinitis alérgica puede clasificarse como perenne o estacional; la primera

aparece durante todo el afo y la segunda s6lo en una época que varia segun el

16
agente causal, en general.

La inflamacién de la mucosa nasal y bronquial, ha quedado demostrado en
diversos estudios se distingue por un infiltrado inflamatorio similar que incluye;
eosinofilos, células cebadas, linfocitos T y macrofagos.Ademas los mediadores pro-
inflamatorios (Histamina, leucotrienos, prostaglandinas), Las citocinas Th2 (IL-4, IL-
5, 1L-13)."7

Sintomas de la rinitis alérgica

Los alergenos son principalmente pdlenes de las plantas y los hongos estos son
los que producen los sintomas de la rinitis como estornudos, congestion, catarro,
prurito, de la nariz, garganta, ojos y oidos. Los sintomas aparecen tanto en nifios

como en adultos, siendo mas frecuentes en los primeros.
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Enrojecimiento,
comezon y
lagrimeo
de los ojos

Estornudos,
congestion,

goteo nasal

Comezon o
ardor de la
garganta, goteo
postnasal, tos

FADAM.

Figura 3 sintomas de la rinitis alérgica.
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/esp_imagepages/19316.htm

Mediadores bioquimicos de la respuesta alérgica y su relaciéon con sintomas
especificos.

Histamina Prurito, estornudos, rinorrea, congestion nasal

(Iniciales).

Prostaglandinas

Congestion nasal, (inicial), sibilancias, disnea.

Leucotrienos

Sibilancias, disnea.

Triptasa Sibilancias, disnea.

e e
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Causas de la rinitis alérgica

En la gran mayoria de los casos, se cuenta con antecedentes alérgicos en general
por una 6 ambas ramas familiares, La R.A. tiene un caracter hereditario o genético
bien definido. Mas bien, lo que se hereda es la predisposicion ¢ capacidad para
crear alergias, de uno U otro tipo. Sin embargo, eso no es todo, se necesita de la
exposicion repetitiva 6 constante a particulas proteicas inhaladas 6 ingeridas con
caracteristicas bioquimicas bien definidas, que llamamos alergenos, para que se
"despierte" el fendmeno de alergia.

Entre los alergenos mas frecuentes se encuentran los pdlenes de zacates, de
ciertos arboles, y de malezas; el polvo de casa, el epitelio (pelo) de animales,
acaros del polvo, esporas de hongos, particulas de insectos, ¢ inclusive algunos
alimentos. La mayoria de los que padecen R.A. son alérgicos a muchos de estos

alergenos. '8

Tratamiento en la rinitis alérgica
Son tres las opciones a seguir en el tratamiento de los enfermos con la patologia
alérgica respiratoria producida por hongos al igual que la que causan otros
aeroalergenos, la primera es tomar medidas de control ambiental, otra es
farmacoterapia y finalmente la inmunoterapia especifica
Las medidas de control ambiental, se encaminan a disminuir la inhalacion de
concentraciones de alergenos, mediante medidas higiénicas. Los hongos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza por lo que es muy dificil e imposible su
evitacion por completo. Sin embargo hay un cierto numero de precauciones que se
pueden tomar para minimizar el contacto con ellos. Dado que el crecimiento de los
hongos se ve favorecido por la humedad elevada, la oscuridad y el acumulo de
polvo y materiales organicos las principales medidas a tomar en cuenta son las
siguientes.
- Evitar acercarse a vegetacion muerta o en estado de descomposicién y no mover
montones de hojas caidas en el suelo.
- Evitar tener vegetacion densa cerca de la vivienda. Se deben eliminar las hojas

muertas y evitar el acumulo de restos organicos cerca de la casa (basureros, etc.).
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- Eliminar la humedad y airear las zonas oscuras y humedas de la casa, utilizando
en ellas pintura antimohos y funguicidas en sitios que tengan tendencia a
humedecerse.

- Evitar plantas de interior y flores secas de adorno.

- La cocina y el cuarto de bafo, por sus condiciones de humedad y calor, favorecen
el desarrollo de hongos, por ello deben ser aireados y limpiados con soluciones
antifungicas

- Evitar el almacenamiento de alimentos sobre todo de frutas y verduras.

Reacciones de hipersensibilidad tipo | Como modelo para conocer la

fisiopatologia de la Rinitis alérgica

También denominada hipersensibilidad mediada por IgE. Constituyen reacciones
inflamatorias de instauracion inmediata, aunque a veces semirretardada, causada
por la liberacion masiva de mediadores inflamatorios (histamina, triptasa,
prostaglandinas y leucotrienos) por leucocitos basdfilos y mastocitos, como
consecuencia de la unién, por su extremo Fc., de anticuerpos IgE frente a

determinados antigenos, en la membrana de dichas células.

Tales mediadores son los causantes de las manifestaciones clinicas, las cuales,
segun la via de acceso y el grado de difusion intracorporal del alergeno, pueden

adoptar una forma localizada - como la rinitis o el asma.

La hipersensibilidad de tipo | se produce en dos etapas contiguas: sensibilizaciéon
y desencadenamiento. En la etapa de sensibilizacién los anticuerpos IgE
producidos en respuesta a un antigeno se unen a receptores de membrana de los
mastocitos y/o basdfilos. En la etapa de desencadenamiento, se reconocen, a su

vez, dos fases, una fase inicial y una fase tardia. Figura 4
1. Sensibilizacion que comprende:
- Produccién de IgE frente al primer contacto sensibilizante con el antigeno.
- Unidn de la IgE a receptores especificos en la superficie de mastocitos y

basofilos.

2. Desencadenamiento (donde se produce)

16



- Reexposicion al antigeno e interaccion del mismo con la IgE especifica
- Activacion celular y liberacion de mediadores quimicos.

- Accién de los mediadores sobre los diferentes tejidos."®

Reaccion alérgica inflamatoria

Sensmlllzacmn Re-exposcicion
Alergenos '

Medio ambiente

ﬁ%ﬂﬁﬂjﬁ“ﬂ“ﬂ%@!ﬁﬁﬂﬂﬁ“

Submucosa

Efectos

clinicos
Asma
Rinitis
Urticaria

Mediadores

Figura 4 ETAPAS DE LA REACCION ALERGICA

http://congreso.med.unne.edu.ar/catedras/fisiologial/ige.htm

Cuando una persona susceptible se expone a un posible alergeno, este es captado
por unas células, denominadas células presentadoras de antigeno (CPA), que lo
procesan y lo presentan a los linfocitos Th2, éstos a su vez interaccionan con los
linfocitos B que son capases de producir IgE especifica para ese alergeno. tal
como se ilustra en la figura nimero 4. ?°

La IgE se fija a la superficie de mastocitos y basofilos a través de los
receptores de alta afinidad (FceRI) que poseen estas células en su membrana.Esta
union (IgE- FceRI) es monovalente y no induce sefiales al interior de célula. Por lo
tanto, el acontecimiento necesario para poner en marcha la reaccion de
hipersensibilidad inmediata es la posterior union del antigeno multivalente a la IgE
de la superficie de los mastocitos y basofilos. Ante una posterior exposicion del
antigeno contra el cual algunos de estos anticuerpos reaccionan, se producira el

entrecruzamiento (Figura 5) y con ello la agregacion de los FceRI al que estan
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unidas esta agregacién de los receptores va a ser lo que provoque la activacion
celular y la liberacién de mediadores farmacoldgicos producidos por estas células

al espacio extracelular dando lugar a la sintomatologia alérgica caracteristica. '

Alergeno

Octubre 2005

Figura 5 Entrecruzamiento de la IgE  www.alergomurcia .com

Inmunoglobulina E (IgE)

Todas tienen una estructura basica de dos cadenas pesadas y dos cadenas
ligeras. El isotipo de la inmunoglobulina se determina por el tipo de cadena pesada
presente. La IgE fue la ultima inmunoglobulina descubierta. Es el isotipo de
inmunoglobulina que contiene la cadena pesada ¢ (épsilon). Su concentracion
sérica y su vida media son las mas bajas de todas las inmunoglobulinas
normalmente presentes en el plasma en una concentracion menor a 1ug/mL. En
situaciones patoldgicas, infecciones por helmintos y en la atopia grave, el nivel
sérico puede aumentar por encima de 1000ug/mL. La IgE posee receptores Fc en
varias células del organismo, a través de los cuales mediante su union o fijaciéon es
capaz de desencadenar la activacion y consiguientes respuestas inmunologicas.
(figura 6)
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Estructura de la IgE

Figura 6 estructura de la inmunoglobulina E y sus sitios de unién

http://congreso.med.unne.edu.ar/catedras/fisiologia1/ige.htm

TABLA 1. DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES Fc DE LA IgE

ReceptoresFe Celulas efectoras

FoeRl (afta afinidad) Bazdflos y mastocitos
FoeRILA (haja afinidad) (C023) Lirfocitos B

FoeRIIB (haja afnidad) (CD23) Eozindfilos plaguetas céulas

dentriticas, linfoctos T activados,
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Reino de los hongos

Los hongos constituyen un grupo numerosos de organismos (se ha descrito
aproximadamente 500,000, pero se estima que pueden existir entre 1 y 1.5
millones de especies) que presentan una amplia distribucion en la naturaleza,
contribuyendo a la descomposicion de la materia organica y participando en los

ciclos bioldgicos. Un pequefio numero son patdogenos de animales y plantas 2

Pocos hongos son los patdégenos obligados y muchos son oportunistas
capaces de tomar ventaja de cualquier debilidad de las defensas del huésped
excepcion que tiene gran impacto en la economia y en la salud tanto animal como

vegetal, y en el caso particular, en el bienestar del hombre
Caracteristicas generales de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas. Y lo que es mas importante, poseen
un nucleo rodeado de una membrana nuclear. A diferencia de las células vegetales
y algunas bacterias, los hongos no contienen clorofila y no pueden sintetizar
macromoléculas a partir de dioxido de carbono y la energia obtenida de las
radiaciones luminosas. Por tanto todos los hongos tienen una existencia
heterotréfica en la naturaleza, como saprofitos, simbiontes, comensales o
parésit0323 La estructura de las células de los hongos es muy diferente de la de las
bacterias que son organismos procariotas. Aunque comparten muchas estructuras,
las células de los hongos se diferencian de las de la plantas en la composicion de

la pared celular. 24

Los hongos pertenecen al reino Fungi, al estar desprovistos de clorofila
necesitan de otras fuentes de compuestos organicos para nutrirse. Se desarrollan
en estructuras filamentosas y se reproducen por esporas. Su estructura elemental
es la hifa (forma tubular, pluricelular, con tabiques interiores generalmente) y el
conjunto de hifas forma el micelio. Tienen gran capacidad mutagénica, pudiéndose
presentar diversas formas de una misma especie, lo que complica su clasificacion.

Su composicién alergénica puede variar entre la forma micelar y la espora,
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dificultando su estandarizacion. Segun su forma de reproduccidon se puede

clasificar en:

- Hongos perfectos: reproducciéon sexual. Incluyen Mastigomicetos,

Zigomicetos, Ascomicetos, Basiodiomicetos.

- Hongos imperfectos: reproduccion asexual. A estos pertenecen los

Deuteromicetos, que incluyen los hongos de mayor interés alergoldgico.

Sus esporas son las particulas mas abundantes en el aire, poseen un tamafio de 3-
100 um vy tienen un papel muy importante por mantener el equilibrio ecolégico,
transformando los detritus de materiales organicos. En Espana los de mayor
predominio son: Cladosporium sp, Alternaria sp, Aspergillus sp, y Penicillium sp.
(Todos del grupo de los Deuteromicetos). Alternaria y Cladosporium son mas
frecuentes en ambientes externos, sobre plantas y en zonas putrefactas del suelo.
Aspergillus y Penicillium crecen en graneros, almacenes, sotanos y ambientes
domésticos (cocina, bafos, armarios, paredes humedas, bibliotecas,
acondicionadores, alimentos, etc.); ultimamente Alternaria esta recibiendo
importancia como hongo de interior. Los niveles de esporas se ven afectados por la
temperatura, humedad y lluvia, siendo durante el verano y otofio cuando se

encuentra el mayor numero en el ambiente.
Pared celular

Por el exterior de la membrana citoplasmica, se encentra la pared celular que esta
compuesta fundamentalmente por polisacaridos y por diversas proteinas. Los
polisacaridos mas importantes son la quitina (polimero de n-acetil glucosamina), el
manano (polimero de manosa) y el glucano (polimero de glucosa). En la tabla 2 se

enumeran algunos de los polisacaridos mas prevalentes
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Tabla 2 Principales polisacaridos de la pared celular de los hongos

POLUMEROD MOHOMERO UHIOH ¥ ESTRUCTURA
ziting M -acetilglucozaming -1 4polimero no ramificaco
CUtosano0 U -glucozaming I,?L%i-pnhmem no ramificac
Zeluloza D-glucoss l,?;%i—pulim £ro No Famificacdo
Aoucano D-glucosa :Ea;tgnidura A=1,3 unida con

enlaces B B-en los purtos
de ramificacion

lucano Dglucosa -1 5y o- 1 4-

hanano C4manoss E=structura o —unidas con

frecuentes ramas o-1 ,2-y -
1,3unida de unoa cinco
residuos cada una

Morfologia

Los hongos presentan basicamente dos tipos de morfologia: una multicelular
denominada filamentosa y otra unicelular denominada levaduriforme. Los hongos
filamentosos (miceliares o mohos), representan el crecimiento mas tipico de los
hongos microscopicos. En medios de cultivo sélido y también sobre cualquier
superficie en la que se desarrollen, por ejemplo frutas u otros alimentos, producen

colonias algodonosas o pulverulentas que son muy caracteristicas. %

Los hongos pueden ser causantes de la patologia alérgica respiratoria, tanto en
vias aéreas superiores como inferiores, en personas sensibles. Las esporas
fungicas se encuentran en el aire a concentraciones muy superiores a las de los
polenes y en muchos casos son mas pequefas que los granos de polen

alcanzando asi mas facil los bronquios pulmonares.?®
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TABLA 3. Clasificacion de los hongos alergénicos

Negros Alfernana, Cladosponum Helmintosoorum,
Curvilaria, Ulocladium, Drachlara.

Hialino fungi inperfecti Aspergilius Panicilfivim Fusarium,
Seopulatiopsis Acremonium, Monilia.

Mucorales Mucaor, Rhizopus, Absidia.

Levaduriformes Candida, Rhodotorila

Basidiomicetos Fuccinla graminis

Algunos de los alergenos fungicos mas importantes son

Alternaria alternata (= A. Tenuis): Alt a 1 de 25-50 Kd, presente tanto en la forma
micelar como en la espora.Cladosporium herbarum: Cla h 1 de 13 Kd, presente
tanto en la forma micelar como de espora. Aspergillus fumigatus: Asp f 1 de 18 Kd,

principalmente en forma micelar. Penicillium notatum: alérgeno mayor de 68 Kd.*

La reactividad cruzada entre diferentes hongos esta poco estudiada, pero se cree
que existe entre hongos filogenéticamente cercanos, los relacionados
morfolégicamente y entre especies del mismo género. Se ha comprobado con
estudios in vitro la existencia de alergenos comunes entre especies y géneros,

como es el caso de la A. alternata, C. herbarum y A. fumigatus.

La exposicion a los alergenos fungicos se produce tanto en espacios
abiertos como interiores. Muchos de los alergenos de interiores son los mismos
que se encuentran en el exterior de los edificios, penetrando por ventanas y
puertas, sistemas de ventilacion o por grietas u otras aberturas en las paredes. Los
hongos pueden también ser introducidos en los edificios a través de la tierra
adherida en los zapatos. Algunas especies de hongos como Penicillium y
Aspergillus, se encuentran en mayores concentraciones en el interior de los
edificios que en el espacio abierto.

Las respuestas alérgicas a los hongos se relacionan de una manera mas directa
con las esporas fungicas (estructura de reproduccion del hongo).
La inhalacion de esporas de hongos es la caracteristica definitiva de provocar la

reaccion alérgica en pacientes inmunosuprimidos e individuos atépicos (relativo o
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concerniente a una tendencia hereditaria a desarrollar reacciones alérgicas
inmediatas, como asma, dermatitis atépica o rinitis alérgica). Los géneros de
hongos oportunistas que causan principalmente estas enfermedades alérgicas son:
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Helmintosporium,

Absidia, Hormodendrum, Rhizopus, y Mucor.?®
Antimicéticos

Dentro de los antimicéticos se encuentran los de accién sistémica y los de accién
local o topica (tabla 4), entre los primeros se dispone de Anfotericina B, un
antibiotico macrélido poliénico cuya actividad antimicética depende, cuando menos
en parte, de su unién a la fraccion esterol y en particular al ergosterol que esta en
la membrana de los hongos sensibles. Por su interacciéon con esteroides de las
membranas en los microorganismos, los polienos forman poros o conductos. El
resultado es un incremento en la permeabilidad de la membrana que permite la
salida de diversas moléculas pequefas. Otros mecanismos de accién podrian
incluir la lesion oxidativa de los hongos, cuando menos in vitro?? 3

Los antimicoticos azodlicos incluyen dos clases generales, los imidazoles
(ketoconazol, econazol, butoconazol, oxiconazol, sulconazol y Bifonazol) y los
triazoles (terconazol, itraconazol y fluconazol), ambos grupos se pueden utilizar por
via sistémica o local (Tabla 4). Estos comparten el mismo espectro y mecanismo
de accion contra los hongos, siendo su principal efecto la inhibicién de la esterol —
14-alfa-desmetilasa, que es un sistema de enzimas que dependen del citocromo
Psso de los microsomas. De esta manera, imidazoles y triazoles entorpecen la
biosintesis del ergosterol en la membrana citoplasmica y permiten la acumulacién

de los 14-alfa-metilesteroles '
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Tabla 4. Antimicoticos tépicos y sistémicos

ANTIMICOTICOS
AZOLES POLIENOS
a) Imidazoles b Triazoles

Anfotericinag B (1 v)
ketoconazol (oral) | Terconazol
Econazol (topica) Itraconazaol (oral) Mistatina (topica)
Eutoconazol Fluconazol (oral, i)
i_iconazol
Sulconazol
Eifonazol (topica)
lsoconazol
Miconazol
_lotrimazol

El uso de la Anfotericina B mostré efectividad y durante mucho tiempo fue la
Unica droga disponible para terapia de las micosis sistémicas, pero sus efectos
secundarios principalmente la nefrotoxicidad limité su uso. El desarrollo de los
azoles comienza con el Ketoconazol siendo el primer antimicético oral para
infecciones sistémicas. Posteriormente vendrian los triazoles de primera
generacion, Fluconazol e itraconazol, que representaron el segundo gran avance
en el tratamiento de la infecciones micéticas, con un mejor perfil de seguridad
mejor que la Anfotericina B y el Ketoconazol. Sin embargo, el desarrollo de
resistencia, toxicidad, las interacciones medicamentosas y su espectro sub- éptimo
para las micosis emergentes, hicieron necesarias nuevas investigaciones. Esto
llevo al desarrollo de triazoles de segunda generacion: Voriconazol, Posaconazol,

Ravuconazol y Albaconazol.
Resistencia a los antifungicos

La sensibilidad de los antifungicos nos permite conocer mejor la situacion actual de
los farmacos, tanto de las levaduras como de los hongos filamentosos. La
resistencia intrinseca debe entenderse como la ausencia de sensibilidad de una

determinada especie hacia un determinado antifungico.
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La resistencia primaria es la que presenta determinada cepa de una especie a un
antifungico de forma natural (sin exposicién previa), mientras que la resistencia
secundaria es la adquirida como resultado del contacto con el hongo con esa

sustancia.

Entre los mecanismos bioquimicos implicados en el desarrollo de resistencia a
los antifungicos, se incluyen las alteraciones de la membrana celular, los defectos
enzimaticos, el aumento de la sintesis de compuestos que compiten con el

antifingico y las alteraciones en las estructuras diana o blanco *?
Generalidades de Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria Gram — positiva, mévil, aerobia
estricta, pertenece al genero Bacillus, morfolégicamente relacionada con Bacillus
cereus y Bacillus anthracis. Estas tres especies bacterianas, durante su ciclo de
vida, presentan dos fases Principales, la fase de crecimiento vegetativo en donde
las bacterias se duplican por biparticion cada 30 o 90 min. Dependiendo del medio

de cultivo y la fase de esporulacion.

Bt es considerada una bacteria ubicua ya que se ha aislado de varias partes del
mundo y de muy diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos
muertos, telarafnas, etc. A Bt se le diferencia de B. cereus y B. anthrasis por
contener un cuerpo paraesporal conocido como cristal (Figura 7), el cual es de
naturaleza protéica y tiene propiedades insecticidas. Esta constituido por proteinas
denominadas delta-endotoxinas también conocidas como proteinas Cry y Cyt. Se
han encontrado delta-endotoxina activa contra insectos lepidopteros (mariposas),
coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos), himendpteros (hormigas), acaros
y también contra otros invertebrados como nematodos, gusanos planos y
protozoarios. La primera bacteria fue aislada del gusano de la seda en 1902.
Durante muchos afios se pensé que Bt era un patégeno de lepidépteros por que
solo se aislaron cepas activas contra este tipo de insectos. En 1978, se encontro
una bacteria Bt sub especie Israeliensis capaz de matar mosquitos y en 1983 una
de Bt sub especie tenebrionis activa contra insectos coleépteros. A partir de

entonces un gran numero de investigadores de todo el mundo se ha dedicado a
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buscar mas de estas bacterias y se han encontrado una gran diversidad de estas,

las cuales se han caracterizado por su serotipo H-flagelar o sea por las proteinas

presentes en el flagelo en mas de 45 serotipos y 58 serovariedades diferentes. 33

Endospore Crystalline Inclusion

Figura 7. ®&-endotoxinas, en forma de cristales (proteinas Cry y Cyt).

Poco se sabe sobre el habitat natural de Bt sin embargo dado su requerimiento
vitaminico y de algunos aminoacidos como acido glutamico, asi como de su
actividad bioinsecticida, se piensa que la forma de vida vegetativa solo se presenta
en el interior de los insectos que infecta hasta que esporula y es liberado al medio

ambiente donde permanece en forma de esporas, lo que explica su amplia

distribucion. 33

Las diferentes variedades de Bt pueden intercambiar facilmente sus plasmidos
mediante un proceso semejante a la conjugacion, fendbmeno que ha sido
demostrado en el intestino de larvas de mosquito. De este modo, las variedades de
Bt pueden también intercambiar plasmidos que contienen genes de delta-
endotoxina (los genes cry), y asi aumentar su espectro de accion contra mas

especies de insectos.?* %3¢
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Toxinas de Bacillus thuringiensis

Heimpel en 1967, considero tres exotoxinas y una endotoxina, esta ultima es la

responsable del efecto insecticida.

Existen diferentes tipos de delta endotoxinas y cada una de ellas se asocia a un
grupo determinado de insectos. Sus pesos moleculares varian entre 72 y 135

Kilodaltons y su composicidon es proteinica por lo cual se desnaturalizan con el

- : 37
calor y son solubles en condiciones alcalinas.

CLASIFICACION.

La genética molécular permitio la clasificacion de Bt, ya que se demostrd que los
genes que codifican para la toxina cristal, los cuales estan localizados en
plasmidos, tienen una correlacion estrecha con la toxicidad fenotipica. La
clasificaciéon por antigenos flagelares aun es util, y hasta el momento se han
logrado identificar 55 serotipos. Esta clasificacion no permite correlacionar la cepa
con la actividad patogénica, la cual esta determinada por el tipo de delta-
endotoxina. Existen dos clasificaciones una basada en su similitud de secuencia de

aminoacidos y el rango de especificidad y que fue propuesta por Hofte y Whiteley
en 19893 En 1998, Schnepf y colaboradores propusieron una clasificacion

basada en la similitud de secuencias primaria entre las proteinas Cry.

Las clases en base a su similitud en la secuencia nucleotidica y en el espectro
insecticida de la proteina que codifican, ya que el patotipo de una determinada
cepa de Bt es el reflejo de gen o genes que expresa. Estos genes se dividen en
varias clases en base a su similitud en la secuencia nucleotidica y en el espectro

insecticida de la proteina que codifican.
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Tabla 5 clasificacion de las proteinas Cry

GEN ESPECIFICIDAD | FORMA DEL MEDIDA DE LA
CRISTAL PROTEINA
Zry | Lepiddpteros Eipiramidal 130-138 kDa
Zny ll Lepiddpteros vy Cuboidal 69-71 kDa
dipteros
iZny Il Coleopteros [rregular 7374 kDa
oy Y Dipteros Eipiramidal 731234 kDa

http://www.ippc.orst.edu/dir/microbial/bt/&h=208&w=268&sz=29&tbnid=fk4Ds37

DOMINIOS DE LA 3-ENDOTOXINA

Esta proteina tiene 3 dominios:

* Dominio | (N-ter, 220 residuos): Es el dominio formador del canal. Es un complejo

de 7 hélices, donde una de ellas (la hélice 5) esta rodeada por las otras 6. Las 6

hélices son anfipaticas y suficientemente largas para atravesar la bicapa lipidica

de la membrana de la célula del intestino medio del insecto.

* Dominio Il (central, 200 residuos): Es el dominio que determina la especificidad,

mediante la union con el receptor de membrana de las células del intestino

medio.

+ Dominio Il (C-ter, 150 residuos): Estd menos definida funcionalmente, pero se

piensa que transduce informacion desde el dominio Il (de unién al receptor) hasta

el dominio | (dominio de formacion del canal). Ademas, parece que regula la

actividad del canal, estabiliza la toxina y funciona junto al dominio Il en la

formacion del canal.
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Figura 8. Dominios de la protoxina Cry 1Ac de Bacillus
thuringiensis.
http://images.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www.ippc.orst.edu/dir/
microbial/bt/crystal.gif&imgrefurl=http://www.ippc.orst.edu/dir/microbial/
bt/&h=208&w=268&sz=29&tbnid=fk4Ds37
Soberon, Rausell, pardo han identificado dos receptores para la toxina Cry 1A en
insectos lepidopteros: una caderina (BtR1) y una aminopeptidasa N (APN). Y
proponen que los receptores de las toxinas Cry tienen una funcién secuencial en la
toxicidad y presentan un modelo del mecanismo de accion que integra la
participacion de ambos receptores. La union esta dada por cambios
conformacionales de la toxina.*®
La toxina interacciona con Bt R1 e induce un corte proteolitico en la toxina y la
formacion de un oligémero de cuatro subunidades.
= El cambio oligomérico esta acoplado a un incremento de 200 veces en la
afinidad hacia el segundo receptor, APN
= La APN tiene un papel importante en dirigir al oligbmero a los
microdominios de membrana en donde la toxina se inserta para la

formacion de un canal idnico

El oligobmero de la toxina es el que tiene la capacidad de inserciéon en la
membrana.

Ademas el pH alto del intestino larvario promueve un cambio conformacional

- . . .38
adicional en el dominio |
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La especificidad por la delta endotoxina a un tipo de insecto en particular
implica la presencia de receptores especificos, la toxina se inserta en forma
irreversible en la membrana plasmatica de las células intestinales y proximo
paso es la formacion de poro o lesion en esta membrana que conduce a una
variaciéon en su permeabilidad, alterando el transporte de los iones de potasio,
lo cual trae como consecuencia la lisis celular, disrupcién de la integridad del
intestino y la muerte del insecto. Por otra parte, las esporas bacterianas se
multiplican en la hemolinfa y provocan una septicemia que incrementa el efecto

de las toxinas insecticidas.*®

MODO DE ACCION DE LAS DELTA-ENDOTOXINAS DE
B.thuringiensis

El primer paso del ciclo de infeccion a partir de la ingestién del cristal parasporal
de B.thuringiensis (Bt) es la solubilizacion de las proteinas de los cristales en el
ambiente alcalino (pH de 7,5-8) del intestino del insecto en proteinas de 130-140
KDa. La eficiencia de la solubilizacién del cristal proteico depende del ambiente del

intestino del insecto y de la composicion del cristal.

En un segundo paso, se da una protedlisis de la proteina por las proteasas del
intestino, dando lugar a la toxina propiamente dicha, de 60-65 KDa. Esta proteina
activada difunde a través de la membrana peritréfica, que es impermeable a las

protoxinas de 130-140 KDa, asi que actua como un filtro molecular.

En el tercer paso, la toxina se une a receptores especificos localizados en el
intestino medio del insecto. Esto provoca la formacion de poros conductores de
cationes de 10-20A de diametro y la destruccién consecuente de los gradientes de
iones. Como consecuencia, un flujo de agua acompafna a la entrada de iones a la

célula, ésta se infla y lisa.
La ausencia de regulacion ionica causa también una paralisis en los musculos del
intestino y de partes de la boca, con lo que la larva para de comer y finalmente

muere.
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Los poros creados, ademas, permiten que las células vegetativas de
B.thuringiensis germinadas a partir de las esporas migren a la hemolinfa y

promuevan el proceso de intoxicacion por bacteremia. *°

Toxina cristalina de Bt

Bacteria
egtomacal
funtrital

1- la bacteria consurae la corndda tratada con Bt

2~ Latoxina se une a los receptores especificos de la pared
estornacal generando poros 7 la larva para de comer

3-  Las paredes se rompen al cabo de minntos permmitiendo gue
las esporas wlas bacterias penetren er el cuerpo

4 Enl-2dins la larwa mmere por seplicernda vlas bacte as
prolife ran en la sangre

Figura 9: Modo de accién de la toxina de Bacillus thuringiensis.40
El medio de fermentacion debe contener una fuente de carbono, de nitroégeno
organico y sales minerales que en balance estimulen el crecimiento, la
esporulacién y la produccion de cristales altamente toxicos. En términos del tipo de
constituyentes, la fuente de carbono (C) organica mas empleadas son: la glucosa,

el almidén y sacarosa, reconocidas como esenciales para la sintesis de cristales

La sintesis de bioinsecticidas a base de Bacillus thuringiensis, es un proceso
que requiere de medios de fermentacion o de cultivo elaborados con materias
primas de bajo costo, paro que no afecte su calidad toxica; el disefio de un medio
de cultivo para la sintesis de la delta-endotoxina se logra mediante la combinacion
inteligente de fuente de carbono, nitrdgeno y minerales, este medio de cultivo no

necesariamente sera el mismo para otras variedades o aislados de la bacteria,
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pues Bth sintetiza cristales diferentes en forma, tamano y toxicidad, en funcion del

medio de cultivo y la variedad utilizada.*!
USOS Y APLICACIONES

Cry 1Ac ha sido ampliamente utilizado en la agricultura en el control biolégico para
combatir las plagas. Se han encontrado delta endotoxinas activas contra insectos
lepidopteros (mariposas), coleodpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos),

himendpteros (hormigas), acaros y también contra otros invertebrados como

. .33
nematodos, gusanos planos y protozoarios.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Rodriguez Orozco y colaboradores en el 2005 realizaron un trabajo el cual se
encamino a examinar el efecto de Cry 1Ac por medio de la activacién de monocitos
y neutrofilos humanos “in Vitro” se determind la cinética y magnitud de la explosion
oxidativa celular en monocitos y neutréfilos tratados con Cry1Ac, los resultados
indican que Cry 1Ac induce la explosion oxidativa en monocitos y neutrofilos
humanos, este efecto fue maximo a los 8 minutos postincubacion para ambos tipos
de células presentandose en monocitos un efecto mayor. Hace poco se demostré
que los fagocitos profesionales y, en particular, los monocitos eran un blanco
celular importante para explicar los efectos inmunogénicos y coadyuvantes de Cry
1Ac, se determind que Cry 1Ac ejerce una potente activacion y proliferacién de
monocitos, lo que esta en relacion con un incremento de los sucesos de

procesamiento y presentacion de antigenos por esta célula 424

La respuesta mayor fue a las 70 horas en los monocitos tratados con Cry 1Ac a
una concentracién de 7.8 ug/mL a comparacion de los monocitos no tratados con
Cry 1Ac (P <0.01).2

Por lo tanto los monocitos son las células blanco mas importantes para este
efecto, y Cry1Ac activa la fagocitosis en células fagociticas humanas, asi que
podria ser util para tratar inmunodeficiencias e infecciones recurrentes. Hecho que

hace trascendente el estudio y experimentacion con esta importante toxina debido
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a estos hechos cientificos creemos que es considerable el impacto de esta toxina

tanto en el area clinica como micoldgica.

Varios investigadores coinciden que Cry 1Ac tiene toxicidad selectiva contra
insectos y es inocua en mamiferos, y que se ha demostrado que es inmundgeno y

adyuvante tan potente como la toxina del cdlera que es el adyuvante de mucosas
44

patrén.

Las caracteristicas bioquimicas de la toxina como elevado peso molecular,
alta resistencia a la protedlisis, solubilidad y estabilidad a pH extremos comunes
con proteinas muy inmunogénicas hacen a ésta un posible candidato para el
desarrollo de transportadores de epitopes de vacunas y sus propiedades
adyuvantes fueron demostradas con el antigeno de superficie de la hepatitis B en
ratones Balb/C., al encontrar que aumentaba el titulo de anticuerpos contra el

antigeno de superficie de hepatitis B cuando se coadministraba con éste *°
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JUSTIFICACION

Los problemas de seguridad y toxicidad de los farmacos antifungicos
(principalmente de los polienos Anfotericina B y Nistatina), o de apariciéon de
resistencias microbioldgicas (sobre todo a Fluconazol) hacen imprescindible el
desarrollo de nuevos antifungicos que aporten unas ventajas apreciables respecto
a los existentes.

Se ha observado que los sobrenadantes obtenidos de cultivos de células
mononucleadas activada por la toxina Cry 1Ac del Bacillus thuringiensis han
presentado efectos de inhibicidon en enterobacterias, lo cual despierta la inquietud

por experimentar el efecto de la toxina en hongos alergénicos.

HIPOTESIS

La toxina Cry 1Ac ejerce efecto fungicida sobre cepas de hongos alergénicos.
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OBJETIVOS:

Objetivo general:

Determinar el efecto fungicida de la toxina Cry 1Ac de Bacillus thuringiensis sobre

en hongos alergénicos.

Objetivos especificos:

1. Mantener cepario de hongos alergénicos aislados de exudado nasal de

pacientes con diagnostico de rinitis alérgica.

2. ldentificar la morfologia macroscoépica y microscopica de las cepas de hongos

alergénicos aislados de exudado nasal
3. Evaluar el posible efecto fungicida de los sobrenadantes de cultivos de células

mononucleadas en cepas de hongos alergénicos aislados de exudado nasal,

mediante la técnica de Kirby Bauer
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MATERIAL Y METODOS

Recuperaciéon de cepas de hongos alergénicos aislados de exudados

nasales. Biotipificados por equipo Biolog

La recuperacion de las cepas fungicas se realiz6 inoculando colonias de los
hongos en solucion salina y una vez transcurridas 48 horas, fueron sembrados en
cajas Petri con medio de cultivo sélido agar papa dextrosa,(PDA) por sembrado
masivo. Las condiciones de cultivo fueron a temperatura ambiente, durante cinco

dias. Finalmente se observo la morfologia macroscépica y microscopica.

a) Morfologia Macroscépica

Forma y tamano

Color en la superficie y/o en el reverso

Difusioén del pigmento

Coloracion

Textura

Superficie

Aspecto

Consistencia

Rapidez de crecimiento
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b) Morfologia Microscoépica
Talo
Grosor
Presencia o ausencia de septos
Numero de nucleos
Aparato conidiégeno

Estructuras donde se forman

Técnica de Microcultivo en portaobjetos.

Procedimiento.

- Se colocé un trozo de papel filtro o gasa sobre el fondo de una placa de Petri
estéril. Se coloco un par de varillas de vidrio delgadas o de madera separadas a
una longitud apropiada para que entren a la placa de petri, encima del papel de

filtro; estas funcionaran como apoyo del portaobjetos de vidrio de 76x26 m.

- Se colocé un cilindro de agar dextrosa papa sobre la superficie del
portaobjetos. Pueden colocarse dos cilindros separados alrededor de 2,5 cm. entre

si, sobre el mismo portaobjeto si se desea mas de un preparado.

- Se inoculd el cilindro de agar en tres o cuatro lugares con una pequefia
porcion de la colonia a estudiar, mediante un asa recta o la punta de aguja de

diseccion.
- Se calent6 un cubreobjeto con suavidad, pasandolo con rapidez por la llama

del mechero de Bunsen y se colocé de inmediato directamente sobre la superficie

de cilindro de agar inoculado. El calentamiento del cubreobjeto proporciona una
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union hermética entre su cara inferior y la superficie del agar, que se funde en

forma ligera por el vidrio caliente.

- Se depositd con la pipeta una pequefia cantidad de agua en la base de la
placa Petri suficiente para humedecer el papel o la gasa. Se tapoé la caja e incubo

el conjunto a temperatura ambiente (28°C) durante 3 a 5 dias.

- Cuando el desarrollo fue suficiente a la vista se retird6 con suavidad el cubreobjeto
de la superficie del cilindro de agar con un par de pinzas, con cuidado para no

romper el micelio adherente a la cara inferior del cubreobjeto mas de lo necesario.

- Se colocd el cubreobjeto sobre una pequefa gota de azul de lactofenol
aplicada a la superficie del cubreobjetos de 76x26 mm. El preparado se conservo
para estudios adicionales sellando los bordes del cubreobjetos con el liquido de
montaje o esmalte de ufas transparente. Esta actividad se realiz6 bajo una

campana de seguridad biologica.

- Después de que se extrajo el cubreobjeto del cilindro (o cilindros) de agar, el
bloque de agar puede separarse, para ello, se le despeg6 del portaobjeto con un
palillo de madera. Esta operacion se realizé sobre un recipiente con algun liquido
de descontaminacién como fenol al 5%, sobre el cual se dejan caer los trozos de
agar. El micelio adherente a la superficie del portaobjeto original, después de
eliminar el agar, se tind con azul de lactofenol y tapé con un cubreobjeto, para

obtener un segundo preparado.

Técnica de microcultivo mediante el uso de membrana.
Procedimiento.
Las membranas de papel celofan se lavaron con agua destilada durante 10
minutos, posteriormente se envolvieron con papel aluminio y se llevaron a

esterilizar a 121°C/15 min.
Las membranas de papel celofan se impregnaron con solucién salina fisiolégica

estéril, al momento de colocarlas sobre la superficie del medio PDA en caja Petri,

posteriormente se deposité una muestra del hongo en el centro de la placa.
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Las placas se incubaron a 28°C durante una semana.

Una vez que se obtuvo el crecimiento fungico necesario sobre la membrana, ésta
se retird de la superficie del medio con ayuda de unas pinzas de diseccion.
Posteriormente se realizé un corte de 1.5 cm? de esta membrana y se coloco sobre
un portaobjetos de 76 x 26 mm, al cual se le afiadioé una gota de azul de lactofenol.
Es importante tomar una muestra donde se observe un crecimiento uniforme y no

tan abultado.

La laminilla se dejé pasar suavemente al calor, para permitir que el colorante
penetre en las estructuras fungicas, se coloca un cubreobjetos de 22 x 22 mm. y se
sella con barniz transparente.

Por ultimo, se observé al microscopio optico a 10x y 40x.

* Se utilizaron soluciones desinfectantes como: alcohol 70% y Cloro.El trabajo se

realizo bajo campana de bioseguridad (flujo laminar).

Obtencion de células mononucleadas

1.-Preparaciéon RPMI - 1640. Se deposité el contenido del sobre (medio) en un
litro de agua bidestilada estéril, posteriormente agregar 2 mg de bicarbonato de
sodio y 40 pL de antibiotico (gentamicina)

2.- Preparacion del suero fetal bovino: en un tubo cénico Cornig de 50 mL agregar
el suero necesario e inactivar en bafio maria a 55°C durante media hora
3.-Aislamiento de las células mononucladas mediante el método de
Ficoll — Hypaque (gradiente de densidad 1. 077)

Se extrajeron 10 mL de sangre periférica por puncion venosa de dos voluntarios
sanos.

La sangre se mantuvo en una solucién 1:1 con medio RPMI 1640 con SFB al 10%
(Solucion 1).

Se depositaron 10 mL de Ficoll en un tubo cénico Corning de centrifuga y afadir 20
mL de la solucién 1 suavemente por las paredes del tubo.

Centrifugar el tubo a 1500 rpm a 4 °C/30 min.
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Posteriormente con ayuda de una pipeta Pasteur, se obtuvo el anillo de la interfase
donde se encuentran linfocitos B y T, monocitos y células NK, estas células se

depositaron en un tubo cénico de 50 mL.

Se utilizé una solucién de PBS para lavar las células mononucleadas y a 2500 rpm,
37 °C/15 min.

Por ultimo se resuspendio el pellet en RPMI 1640 mas SFBI al 10%.

Se midioé la viabilidad celular con azul de tripano en camara de Neubauer ésta se
consideré permisible cuando fué mayor al 95 %

Se ajustaron las células 2x10°/pozo.

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DE SOBRENADANTES DE
CULTIVOS DE CELULAS MONONUCLEARES.

SANGRE PERIFERICA
(10 ml por puncion venosa)

1

1:2 CON RPMI 1640 + SFBI 10%

ad

AISLAMIENTO DE CELULAS
MONONUCLEADAS (Ficoll-Hypaque)

!

CENTRIFUGAR

U

OBTENCION DE CELULAS
MONONUCLEADAS

LAVAR CON PBS

ad
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MEDICION VIABILIDAD CON AZUL DE TRIPANO EN CAMARA DE NEUBAUER
(Ajustar células 1x 10° / ml, variabilidad permisible mayor a 92%)

4

Estimulacion con Cry 1Ac de cultivos celulares 72 horas

4

Recoleccion de sobrenadantes

ad

Evaluacién del efecto fungicida de Cry 1Ac en cepas de hongos alergénicos

Obtencion de Sobrenadantes de Cultivo de Células Mononucleares Humanas

Activadas por Cry 1Ac.

En placas de 96 pocillos de fondo redondo, se depositan por triple seriado con

cada una de las diferentes diluciones:

Tabla 6 diluciones de la protoxina Cry 1Ac en cultivos de células mononucleadas

Control Control (-) Toxina 1:2]1:4|1:8|1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128
(+)con sin toxina pura
toxina

El control negativo. Se depositdé 120ul de RPMI mas SFBI 10% y 100ul de células
2x10%pozo.

El control positivo. Se deposité 80ul de RPMI mas SFBI al 10%, 100ul de células
2x10°/pozo, 40ul de PHA (fitohemaglutinina).

- Los cultivos se mantuvieron 72 hrs. y al cabo de ese tiempo se transfirid el
contenido de cada pozo de los tres triplicados en un tubo Eppendorf y se

centrifugaran 15 min. a 7500 rpm.

- Se extrajeron los sobrenadantes con micropipetas y se congelaron a -20°C en

alicuotas debidamente rotuladas para su uso en bioensayos (fungigramas).
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- Esta metodologia se realiz6 bajo campana de flujo laminar previamente
sanitizada con alcohol al 70% y se trabajo con mechero de bunsen, bata, guantes y
cubre bocas, esto es con el fin de obtener precision y exactitud en los

procedimientos, y como medidas de seguridad personal.

Pruebas de sensibilidad
Al igual que con las bacterias y los antibacterianos en este método se estudia la
sensibilidad de los hongos filamentosos, Por difusion de la protoxina Cry 1Ac a
diferentes concentraciones en medio solido y utilizando como control positivo
(Anfotericina B) y un antagénico como el fluconazol (control negativo).*

Las pruebas de sensibilidad (fungigramas) se realizaron por el método de
difusién en agar, método estandarizado a nivel internacional, y propuesto por el
Comité Norteamericano de Estandares de Laboratorios Clinicos (NCCLS) para el
estudio de sensibilidad antifiingica en hongos filamentosos método M38-P*

La difusidon en agar consiste en la difusion desde el disco, se forma un gradiente de
concentracién del antifungico y la proliferacion del hongo de prueba se inhibe a una
distancia del disco.*®

Se uso la técnica Kirby Bauer para la evaluacion de los halos de inhibicion los
cuales estan intimamente relacionados con la concentracion minima inhibitoria
(CIM). En base al Comité Norte Americano de Estandares en Laboratorios Clinicos

(NCCLS) Los resultados se interpretaron como:
Sensible, (s).

Sensibles dependiente de la dosis, (S-DD).
Resistente, (R).

e La categoria sensible no lleva implicito el éxito terapéutico.
e La categoria de resistente se correlaciona con fracaso terapéutico.

e La categoria S-DD “¢

Se informaron diametros de inhibicion
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RESULTADOS

Idenfifficacion macrescopiea y micrescopica de honges

A). Aspergillus sp.

Colonias de crecimiento rapido, planas, vellosas, compactas, blancas al comienzo,
toman rapidamente un color verde grisaceo, de aspecto aterciopelado y
consistente. La superficie muestra algunos pliegues y mechones vellosos blancos.
Dorso incoloro que, al envejecer, toma tintes amarillos o pardos. Su crecimiento es

mas rapido a 37°C.

B). Cladosporium sp.

Colonias de crecimiento lento, planas, finamente vellosas, aterciopeladas o

lampifas, de color blanco.
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ldentiiicacion microscopica de hengos

A). Aspergillus sp.

Hongo filamentoso con conidioforos cortos, de pared lisa, incoloros o ligeramente
verdosos, sin tabicar o sin ramificaciones. Nacen en una célula base del micelio,
ensanchando al final con una vesicula amplia, coronada de esterigmas en forma de
redoma. Esterigmas de una sola serie que nacen de la zona media de la cupula
vesicular y cubren parcialmente la superficie de la vesicula. Conidios verdes
oscuros, unicelulares, redondos o seudoesfericos formando cadenas largas que no

se ramifican y permanecen unidos formando columnas.

B). Alternaria sp.

Hongo filamentoso con conidiéforos simples, tabicados, en cuyo extremo se forman
unos conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y verticales de
disposicion irregular. Por gemacion de la célula apical se genera un nuevo conidio,

formandose largas cadenas de 10 0 mas conidios.
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VALORACION DEL EFECTO DE LA PROTOXINA Cry 1Ac SOBRE EL
CRECIMIENTO DE HONGOS ALERGENICOS

A). Alternaria sp. B). Absidia sp.

La prueba se realizd por difusibn de la protoxina Cry 1Ac a diferentes
concentraciones en medio solidé6 agar papa dextrosa. Se utilizé como control
positivo (Anfotericina B) y Fluconazol como control negativo. Se obtuvieron halos
de inhibicién. La inhibicion del crecimiento fungico, se constato luego de la lectura
de los halos de inhibicion con concentraciones de 500ug/mL, 31.25ug/mL,
15.62ug/mL, 7.81ug/mL, 3.91ug/mL. Se obtuvo la inhibiciéon del crecimiento en los
hongos Alternaria sp, Absidia sp y Eupenicillium sp.La inhibicién mas significativa
para Alternaria sp. con 2 mm de diametro a una concentracion de 31.25 yg/mL. En
Absidia sp. la inhibicion mayor fue de 2 mm de diametro a una concentracion de
500pg/mL. Eupenicillium presento un halo de inhibicién de 2mm de diametro al
igual que los anteriores.El diametro de inhibicién representativo en los tres hongos
fue de 2mm de didmetro y las concentraciones variaron como se presenta en la
tabla 7

Ensayo de sensibilidad en Absidia sp.
A) Control positivo. Anfotericina B. B) Control negativo. Fluconazol.

C) Efecto inhibidor de la protoxina Cry 1Ac a [500 mg/mL]
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Tabla 7 sensibilidad de la protoxina Cry 1Ac sobre el crecimiento de hongos alergénicos

Concentraciones de Cry1Ac en pgimL

HONGO C+ C- |Purab00 | 625 | 31256 | 15682 | 781 | 3.91
Alternaria sp Tamm| R 0omm| R 2mm | Imm | tamm ) 1.5 mm
Absidia sp. mm| R 2 mm R R R R R
Asperqillus sp. R R R R R R R R
Cladosporiumsp | Smm | R R R R R R R
Eupeniciliumsp. | Smm | 3mm | 2mm R R R R R
Fusarium sp. R R R R R R R R
Penicillium sp. R R R R R R R R
C+ Control positivo Anfotericina B. 50 mg R = resistente
C- Control negativo Fluconazol 2 mg/mL Sensibilidad enmm

Las cepas fungicas se biotipificaron por equipo Biolog, identificando los siguientes
géneros: Absidia sp, Aspergillus sp, Alternaria sp, Penicillium sp, Eupenicillium sp,
Fusarium sp, y Cladosporium sp.

Se realiz6 la identificacidn macroscopica y microscopica (tincion azul de lactofenol)
encontrando una relacién del 100% con los biotipificados por equipo Biolog.

En las pruebas de sensibilidad: los sobrenadantes (discos con 20uL) no
presentaron inhibicion frente a las cepas de hongos alergénicos.

La protoxina Cry 1Ac pura a una concentracion de 500ug/mL, impregnando con
20 uL/disco. Inhibié el crecimiento de Absidia sp, presentandose un halo de
inhibicion de 4mm igual al obtenido con Anfotericina B de 50mg/mL (control

positivo) que también tuvo 4mm en su halo de inhibicién.
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OBTENCION DE LA PROTEINA Cry 1Ac

Cry 1Ac recombinante, fue Clonada de Escherichia coli y expresada en un factor de
induccion IPTG y donada por el doctor Benito Pereira de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leodn. La realizacion de electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE) Permitio evaluar la pureza del producto recombinante obtenido.

130 Koa

s 00 () -

Figura 10.
SDS-PAGE de la toxina Cry 1Ac.

-Una banda de 130 KDa que representa a Cry 1Ac con actividad insecticida.

-Dos bandas de 65 KDa representando a la proteina Cry 1Ac con actividad

inmunogénica.
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DISCUSION

En los ultimos anos se ha observado un aumento importante de micosis
oportunistas en nuestro pais, en parte a la expansion de la poblacién de pacientes
inmunosuprimidos e individuos atdpicos. Ademas de las infecciones fungicas
oportunistas clasicas, como Candidiasis, Criptococosis, Aspergilosis Mucormicosis,
actualmente han emergido micosis por otros hongos que hasta hace poco tiempo
se consideraban Simples contaminantes ambientales, como por ejemplo Fusarium ,
Absidia , Malassezia , Penicillium , Cladosporium , Alternaria ,Hormodendrum,

Helmintosporium, etc.*’

La existencia de individuos con RA sensibilizados con antigenos fungicos es
un hecho constatado en diversos trabajos publicados*®, durante muchos afios las
esporas fungicas se han reconocido como una causa potencial de alergia
res.piratoria.49 Los aislados fungicos utilizados en la realizacion de este trabajo,
coinciden con los referidos en la literatura mundial como a alergia respiratoria
(rinitis alérgica). Los aislados utilizados en este trabajo fueron Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Eupenicillium, Fusarium y Absidia. Se ha
considerado que Alternaria posee epitopes clasificados como Alt. a1 hasta Alt. a22
y que inducen reacciones de hipersensibilidad en concentraciones muy bajas,
Alt a 1 es el alergeno principal que es reconocido por los anticuerpos IgE, y tiene
un peso molecular de 30 KDa.® de Cladosporium se conocen 60 extractos
antigénicos, los mas importantes son: Cla h1 (antigeno 32), Cla h2 (una enolasa o
antigeno 54), Cla h3 (aldehido desidrogenasa), Cla h4, Cla h5, Cla h6 (una
enolasa) y Cla H12.%' Fusarium presenta micotoxinas como fumonicina,
zearalenona (toxinaF2), desoxinivalenol (vomitoxina), nivalenol, y toxinas HT2 y
T2.52 Penicillium es productor de penicilina y alcaloides como roquefortina C

meleagrina y chrisogina.>®

Aspergillus posee los epitopes que van de Asp f 1 a Asp f 22.>* Estos
desencadenan sintomas clinicos de Rinitis alérgica en asociacion con asma; que
se correlacionan con la densidad de esporas presentes en el medio ambiente en el
cual se desenvuelve el paciente, lo cual concuerda con los datos referidos en la

literatura mundial.®®
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La predisposicion genética de las alergias es un tema hace afios reconocido,
algunos elementos que apoyan este criterio son: la alta frecuencia de familiares
alérgicos entre individuos que sufren estas enfermedades, la existencia de
polimorfismos en receptores para [3-adrenérgicos, esteroides y moléculas de IgE
que facilitan la expresion de la reaccién alérgica, estos factores entre otros explican
el importante papel de la genética en la evolucion y tratamiento de la enfermedad
alérgica % |os principales factores de riesgo son antecedentes personales de atopia
ademas de concentraciones séricas de IgE aumentadas y la exposicion intensa a
aeroalergenos.”’ La sensibilidad a los hongos puede desencadenarse como
resultado de la inhalacién sistémica de esporas.” Esto ha obligado a los
microbidlogos a familiarizarse con la morfologia macro y microscopica de estos
agentes, ya que el diagndstico micolégico es eminentemente morfoldgico,
especialmente en hongos filamentosos.Los parametros citados por diversos
autores constan en identificar tanto las colonias como las estructuras fangicas.?® En
este trabajo se logrd obtener preparados de calidad donde las estructuras fungicas
se conservaron de manera adecuada. Los biotipificados por equipo Biolog
correspondieron a cepas de hongos alergénicos, que han sido ampliamente citados
en estudios anteriores.®

Por otro lado, los problemas de seguridad y toxicidad de los farmacos
antifungicos (principalmente de los polienos Anfotericina B y Nistatina), o de
aparicion de resistencias microbioldgicas (sobre todo a Fluconazol) hacen
imprescindible el desarrollo de nuevos antifungicos que aporten unas ventajas
apreciables respecto a los existentes.

Haciendo un anadlisis comparativo con antifungicos poliénicos tal como la
Anfotericina B o la nistatina. Ambos fungicidas se unen preferentemente al
ergosterol que es el esterol mas abundante en la membrana plasmatica de los
hongos y en menor grado el colesterol, induciendo cambios de permeabilidad de la
membrana, con la salida del contenido celular a través de la membrana flingica.®*
% El mecanismo de Cry 1Ac sobre el crecimiento en hongos alergénicos ain no
esta definido, pero podria ser que actue de la misma manera que los antifungicos
poliénicos e inducir la salida de iones. Este efecto resultd ser selectivo para
algunos géneros de hongos. Se cree que Cry 1Ac tiene especificidad por la
membrana fungica, puesto que se podria unir a carbohidratos de superficie

especificos de cada hongo.
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Por otro lado Cry 1Ac induce a la explosion oxidativa en monocitos y neutrofilos
humanos, este efecto es mayor en monocitos, los efectos mas significativos
ocurren cuando Cry 1Ac es usada a concentraciones bajas 3.9 upg/mL vy
7.8 ug/mL.39 el efecto de inhibicién que presenta Cry 1Ac en hongos alergénicos
fue a concentraciones bajas, similares a las utilizadas con monocitos y neutrofilos
humanos. En estudios anteriores se ha demostrado que Cry 1Ac tiene funciones
inmunogénicas y como adyuvante en mamiferos.*? el efecto es selectivo y pudiera
relacionarse con la composicion celular de cada hongo. Cry 1Ac pueda presentar
dos efectos, el primero es que puede detener el crecimiento y este se reanuda en
el momento que se retira el agente y por tal, ejercer un efecto fungistatico; y el
segundo es que la inhibicién sea irreversible; esto es que las células fungicas no
podran reproducirse y por deduccién Cry 1Ac poseer actividad fungicida. Se
encontrd una inhibicion del crecimiento de:

Alternaria sp, Absidia sp y Eupenicillium sp. Con resultados in Vitro encontrados
en este trabajo se cubren los objetivos general y especificos de este trabajo y a
futuro, recomendamos se dirija la atencion a dilucidar los mecanismos moleculares
que explican su accion sobre hongos alergénicos como base para el disefio de

nuevos farmacos como inmunomoduladores, vacunas y fungicidas.
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CONCLUSIONES

1.- Los sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas activadas por Cry 1Ac,

no presentan propiedades antifungicas.

2.- La toxina Cry 1Ac a concentraciones bajas inhibié el crecimiento fungico en

Absidia sp. Alternaria sp. y Eupenicillium sp.

3.- Cry 1Ac podria ser una alternativa para el tratamiento de rinitis alérgica inducida

por Absidia sp, Eupenicillium sp y Alternaria sp.

4.- Este efecto selectivo de Cry 1Ac sobre hongos alergénicos pudiera usarse en el
manejo de enfermedades alérgicas, la obtencibn de fungicidas y en la

inmunomodulacion de respuestas de mucosas a hongos alergénicos.
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ANEXO 1

Tabla 8. Reactivos material y equipo

REACTIVOS MATERIAL
Azul de tripano Matraz volurnétrico 1000 ml.
AZuUl de [actofenol Matraz volumétrica de 500 ml.
Ficoll-Hypague Pipetas volumétricas de 1 &y 10mL

Anua hi-destilada Fipetas Fasteur.

Etanal 70%, etanol abs Cajas de petr.

Cloro 6% Tuhos Ependarf
Pinzas de diseccidn.
Tuhos de ensaye.
Membranas de papel celofan,
Parafilm.
Discos de papel filtro
Panel alurninio.
Yaso de precipitados de 100 mil 500 ml.
y 1000 ml
Flacas de 96 posillos.
Tubos canicos de &0 ml.
Frasco para cultivo celular.

Funtas azules, amarillas v blancas para micropipeta.

Jeringas desechables de 3y 5 ml.
Filtros milipore

Propipetas

Guantes.

Cubre bocas.

Algodan.

Warcadar,

Tijeras.

EQUIPD
Incubadora de atrmosfera de COZ.
Lltra centrifuga refrigerada.
Campana de hioseguridad (fujo [aminar).
tlechern de bunsen.
Micropipetas.
Potencidrmetro.
Microscopio
Balanzas granataria v analitica
Anitadar
Autoclave
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ANEXO 2

Material biolégico.

Toxina Cry 1Ac. de Bacillus thuringiensis
Cepas de hongos alergénicos.

Sangre periférica.

Suero fetal bovino.

Heparina (anticoagulante).

Ficoll hypaque.

Fitohemaglutinina.

Amikacina.

Medios de cultivo utilizados
MEDIO PDA (Agar de dextrosa y papa)
Modo de Preparacion.
Disolver 39gr del medio en 1000 ml de agua destilada y agitar constantemente,
calentar a ebullicion hasta alcanzar la total disolucion, esterilizar durante 15 min. Y

121°C, atemperar y vaciar en caja petri.

RPMI 1640 médium — Dry Powder Media
Descripcion:
» Formulacién estandar con D-glucosa y bicarbonato de sodio, puede

complementarse individualmente con L-glutamina
RPMI 1640 es un medio de cultivo celular basico usado para una gama amplia de
aplicaciones. Para perfeccionar el cultivo celular de ciertos tipos de células puede
complementarse con el suero, vitaminas y aminoacidos.

Modo de Preparacion.

> Mida 5% menos de agua destilada del volumen total deseado de medio,

usando un recipiente que pueda contener el volumen deseado.
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Agregar el medio en polvo en agua a una temperatura de 15 — 30 °C (cuarto

de temperatura) revolviendo con cuidado. (No usar agua caliente).

Enjuague dentro y fuera del paquete para remover todo los rastros de polvo
que haya.

Agregar 2.0 g. de NaHCOs; por cada litro de medio.

Diluir al volumen deseado con agua destilada hasta disolver.

Ajustar el pH* del medio a 0.2-0.3 debajo del deseado para trabajar. Se
recomienda usar 1N NaOH o 1N HCI (agregar lentamente). Después de
ajustar el pH, guardar el medio en un contenedor, hasta que este sea

filtrado.

Esterilizar inmediatamente por filtracion de membrana.

Esterilizar por filtracion con un filtro milipore de 0.22pl

* Unidades de pH generalmente suben a 0.1 - 0.3 en filtracién.
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