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Articulo de revision

Alergenos fungicos: importancia de la estandarizacion de extractos
de hongos y su aplicacion en la practica clinica

Héctor Ruiz Reyes,* Alain R. Rodriguez Orozco**

RESUMEN

Entre los aeroalergenos asociados con la rinitis alérgica y el asma, los hongos son una causa comun de problemas relativos al diag-
noéstico y la terapéutica. La amplia variedad y distribucion de especies flngicas y su caracterizacion con respecto a su contribucién
para la respuesta alérgica resultan bastante complejas. Los extractos fungicos utilizados para diagnosticar y tratar la sensibilidad de los
hongos no son, con frecuencia, tan efectivos, y la estandarizacion de extractos fungicos comerciales termina siendo extremadamente
importante como procedimiento de diagndstico y para decidir la administracion de una inmunoterapia eficaz e inocua. Esta revision
hace mencion de los pasos metodolégicos mas importantes para lograr la estandarizacion de los extractos flngicos y finalmente
comenta el uso clinico de estos extractos.
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ABSTRACT

Among the aeroallergens associated to asthma and allergic rhinitis, the fungi are a common cause of diagnostic and therapeutic
problems. The wide variety and distribution of fungal species and the complex characterization of their allergenicity, is a complex
item. The fungus extracts used to diagnose and treat sensitizations are frequently non effective, and different varieties of extracts are
globally distributed. The standardization of commercial fungi extracts results extremely important as diagnostic procedure as well as
to decide an efficacious and safe immunotherapy. This paper reviews important methodological steps to the standardization of fungi

extracts, and finally the clinical use of these extracts.

Key words: allergic fungi, standardization, vaccines, fungal extracts, immunotherapy, asthma, allergic rhinitis.

a inhalacién sistémica de esporas y

fragmentos de micelio de hongos puede

inducir una afeccién alérgica respiratoria,

tanto en las vias aéreas superiores como
en las inferiores, en personas atdpicas. Los compo-
nentes alergénicos de hongos contienen moléculas,
como glucoproteinas, proteinas y polisacaridos, que
pueden desencadenar reacciones de hipersensibili-
dad tipo I, mediada por la IgE.!

*  Alumno de la maestria en ciencias en farmacologia basica.
Laboratorio de inmunologia.

**  Doctor en ciencias. Profesor investigador. Laboratorio de
inmunologia.
Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias
Médicas y Biologicas Dr. Ignacio Chavez, Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Correspondencia: Dr. Alain R. Rodriguez. Retorno del Colegio
Militar 145, colonia Chapultepec Sur, CP 58260, Morelia, Mi-
choacan.

Recibido: enero, 2006. Aceptado: marzo, 2006.

La version completa de este articulo también esta disponible en
internet: www.revistasmedicas.com.mx

Elrol de algunos hongos como el factor etiolégico
del asma ha cobrado especial importancia en los
altimos afios; como en el caso de Alternaria, capaz
de producir un alto ntimero de reacciones asmaticas
tardias en las pruebas de provocacién especificas. La
inhalacién de esporas de Alternaria se ha asociado
con el desencadenamiento de crisis asmaticas graves
en algunos nifos y adultos jovenes, y constituye,
incluso, un factor de riesgo de muerte por asma
durante los meses de otofno.>® Entre los principales
epitopes fungicos de Alternaria alternata que causan
alguna enfermedad alérgica conocidos hasta ahora
se encuentran Alt a 1 (glucoproteina acida de 28/30
kDa), el alergeno prioritario a valorar en la inmu-
noterapia, que es reconocido por los anticuerpos
de la IgE del 80 al 90% de los pacientes alérgicos a
Alternaria alternata a partir de estudios de radioin-
munoelectroforesis, de los cuales 86% tuvo reaccion
cutdnea positiva;* Alta 2 (aldehido deshidrogenasa,
proteina de 25 kDa), que reacciona con los anticuer-
pos de la IgE en 60% de los pacientes alérgicos a

144

Revista Alergia México Volumen 53, Nim. 4, julio-agosto, 2006


www.imbiomed.com.mx

Alergenos fangicos

Alternaria,” y otros epitopes, como Alt a 6 (proteina
P2 ribosomal 4cida de 11 kDa), Alta 7 (proteina YCP4
de 22 kDa) y Alt a 10 (aldehido deshidrogenasa de
53 kDa), que reaccionan con el suero de menos de
8% de los pacientes alérgicos a Alternaria.®

Cladosporium herbarum es un hongo ampliamente
distribuido en el ambiente, cuyas esporas son fuente
inductora de reacciones alérgicas. La composicion
antigénica de este hongo se ha estudiado deteni-
damente, y se ha observado que su aislamiento es
muy variable. De este hongo se conocen mas de
60 extractos antigénicos, entre cuyos epitopes mas
importantes se hallan el Cla h 1 (antigeno 32), el
Cla h 2 (enolasa o antigeno 54), el Cla h 3 (aldehido
deshidrogenasa), el Cla h 4 (P2 ribosémica), el Cla
h 5, el Cla h 6 (enolasa) y el Cla h 12.7 Por dltimo,
entre los hongos mas estudiados esta Aspergillus fu-
migatus, que puede inducir enfermedades alérgicas;
algunos de sus epitopes alergénicos descritos son el
Asp f 1 (mitogilina) y del Asp f 2 hastael Asp {18y
el Asp f 22 (enolasa). La alveolitis alérgica (pulmoén
del granjero), el asma o la rinitis alérgica pueden
comenzar a evolucionar después de haber sufrido
una exposicion al Aspergillus.®

Uno de los problemas mas grandes que existen
para el estudio de la alergia a los hongos es la
estandarizacién de los extractos antigénicos. Los
extractos flingicos son muy variables en cuanto
a potencia y contenido alergénico, esta variancia
puede proceder del tipo de cepa utilizada o de los
diferentes procedimientos de cultivo. Los hongos
muestran polimorfismo entre la forma miceliar y
sus conidios, y ademads existen variaciones antigé-
nicas importantes relacionadas con las condiciones
externas de crecimiento, el tiempo, la temperatura de
incubacién, el pH y las concentraciones de nitrégeno
y carbohidratos en los medios de cultivo utilizados.
Estos alergenos fliingicos pueden obtenerse del mi-
celio, de las esporas del hongo, o de los metabolitos
en el medio donde se realiza el cultivo.’

DIAGNOSTICO DE LA ALERGIA A LOS HONGOS

El diagndstico de alergia a los hongos es complicado,
probablemente porque los extractos comerciales dis-

ponibles para los procedimientos de diagndstico no
son muy confiables en cuanto a su actividad alergé-
nica, ademas de la gran variabilidad en composicién
comercial que hay entre un lote y otro. En los hongos,
a diferencia de lo que ocurre con la mayor parte
de los demas agentes etiologicos sensibilizantes,
no se puede saber claramente dénde esté la fuente
original sensibilizante, si en los micelios, en las
esporas o en sus metabolitos, por lo que no se sabe
con claridad cémo se deben producir los extractos
con actividad antigénica ni cudles son los métodos
mas adecuados para realizar una estandarizacién.
Ademas, existe gran variabilidad antigénica entre
las cepas fungicas."

El abordaje clinico de los trastornos por hiper-
sensibilidad a los hongos tiene grandes dificultades
en el diagnoéstico y atin més en el tratamiento
especifico mediante inmunoterapia. No se puede
efectuar un buen diagnéstico alergoldgico si no
se tienen extractos antigénicos 6ptimos, estanda-
rizados y estables, que proporcionen resultados
reproducibles, especificos y concordantes para
todas las pruebas que se realicen, como las cutaneas
de determinacién de anticuerpos y de provocacién,
principalmente."

ESTANDARIZACION DE ALERGENOS FUNGICOS

Existen varias etapas bien diferenciadas en la estan-
darizacion de los alergenos flingicos:

Seleccion de la materia prima: el primer paso es
disponer de una materia prima de excelente calidad.
Esta comprende la cepa o cepas utilizadas para la
produccién, el medio de cultivo y las condiciones de
cultivo en cuanto al pH, la temperatura, el tiempo
de incubacién y la humedad. Una vez seleccionada
la cepa productora de antigeno, corresponde culti-
var el hongo buscando un crecimiento 6ptimo para
disponer de una masa de micelio o levadura que
permita la extraccién de antigenos estructurales o
bien un medio de cultivo en el que el hongo haya
vertido sus metabolitos y proteinas alergénicas.
Este paso es muy critico, puesto que se utilizara
un medio de cultivo determinado segtin la especie
de hongo, se procederd a incubarlo a temperatura
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adecuada. Como es evidente, son muchas variables
que es necesario precisar a detalle, puesto que de
ellas dependera no sélo el volumen del extracto,
sino la calidad del mismo.'? Varios parametros fisi-
coquimicos han de ser estandarizados y adaptados
a las condiciones de cada especie. Por ejemplo, Cla-
dosporium sp se desarrolla a temperaturas entre 22
y 25 °C, mientras que Aspergillus fumigatus lo hace
entre 32 y 37 °C. Los antigenos de Candida albicans se
preparan con cultivos que toman entre cinco y siete
dias, mientras que los de Alternaria sp suelen requerir
entre tres y cuatro semanas y los dermatofitos cinco
o seis semanas."

Extraccién de biomoléculas antigénicas: se
considera que los extractos preparados a partir del
medio de cultivo suelen ser muy ttiles y de buen
rendimiento. Blanco y colaboradores obtuvieron
antigenos de Aspergillus fumigatus y prepararon
soluciones antigénicas tanto de extracto miceliar
como de filtrado de cultivos, que fueron utilizadas
para determinar, mediante ELISA, las concentra-
ciones de anticuerpos especificos en el suero de
pacientes con ABPA y de algunos individuos de
control. Los resultados de este ensayo indicaron
que los extractos micelares parecen mas adecuados
para su utilizacién en el diagnéstico inmunolégico
de ABPA.*

Asi mismo, Martinez y colaboradores obtuvieron
extractos de Alternaria alternata a partir de tres fuentes
diferenciadas, dos de las cuales contenian antigenos
somaticos (extracto periplasmatico y extracto de mi-
celio-esporas) y la tercera un filtrado de cultivo que
contenia antigenos metabodlicos. Los componentes
proteicos antigénicos se evaluaron cuantitativamente
mediante electroforesis SDS-PAGE y de alergenos o
proteinas fijadoras de la IgE (SDS-PAGE Immuno-
blotting).” Disponer de extractos libres de productos
nocivos, como las micotoxinas, o de materiales no
antigénicos es fundamental, para ello éstos deben
someterse a precipitacién, dialisis, concentraciéon y
filtraciones aclarantes y esterilizantes.'s

Conservacion: la liofilizacion es, probablemente,
el mejor sistema de conservacion de los extractos
alergénicos; aunque también suele utilizarse la
ultracongelacion.

Condiciones de extraccién: las soluciones tam-
ponadas y tiempos de extraccion deben optimizarse
para cada alergeno en especifico, con objeto de
evitar pérdidas antigénicas. Segtin las conclusiones
de varios autores que han estudiado este tema, se
considera que el antigeno metabdlico de la mayor
parte de los hongos micelares es adecuado. Sin
embargo, con las levaduras se prefiere utilizar ex-
tractos somaticos que por lo general ofrecen mayor
contenido proteico."”

Mediante estudios por inmunotransferencia
y pruebas in vitro pueden detectarse alergenos
mayores y menores de Aspergillus fumigatus y Pe-
nicillium chrysogenum. Se observa que los extractos
metabdlicos tienen mayor contenido alergénico que
los extractos sométicos; sin embargo, en muchos
alergenos se emplea una mezcla con diferentes
proporciones de extracto metabdlico y extracto so-
matico, denominada antigeno total.'®

Evaluacién del extracto alergénico final: una vez
que se dispone del extracto alergénico fliingico com-
pletamente procesado, es imprescindible proceder
a su evaluacién quimica e inmunolégica. Cada lote
de extracto se analiza cuantificando su contenido
de proteinas y carbohidratos. El andlisis incluye la
determinacion de su patrén proteico en geles de polia-
crilamida y la deteccién de sus alergenos mayores por
inmunotransferencia. Los extractos son validados s6lo
si cumplen los criterios de identidad con el estdndar
establecido. Sin embargpo, la reactividad inmunolégica
in vitro mediante el uso de sueros de referencia con
anticuerpos IgE e IgG es esencial para conocer si existe
la presencia adecuada de los antigenos mayores y
menores. Para ello se utilizan diferentes métodos in-
munolégicos, y entre ellos tiene especial importancia
la inmunoelectrotransferencia."

VACUNAS CON ALERGENOS FUNGICOS

Las vacunas que se utilizan contra las enfermedades
alérgicas contienen alergenos extraidos de sustancias
bioldgicas a las cuales los pacientes son alérgicos.
Las vacunas estandarizadas se preparan en formulas
acuosas, glicerinadas y desecadas por congelacién, y
son compatibles para mezclarse con productos no

146

Revista Alergia México Volumen 53, Nim. 4, julio-agosto, 2006



Alergenos fangicos

estandarizados.”® Se debe tomar en consideracién
la calidad de los extractos alergénicos. Cuando
las preparaciones son mixtas, la prescripcién se
realiza considerando los cruces antigénicos entre
los elementos que las conforman y la potencia de
degradacién causada por las enzimas proteoliticas
en los mismos. Debe especificarse la dosis de ini-
cio y la de mantenimiento; asi como también si el
alergeno flingico es estandarizado (unidades alér-
gicas [AU] o bioequivalentes de unidades alérgicas
[BAU]) o no estandarizado (unidades de nitrégeno
proteico [PNU] o dilucién peso/volumen [p/V]).
Los esquemas mas recomendados de la duraciéon
ideal de la inmunoterapia indican que ésta debe
tomar de tres a cinco afios, aunque también existen
otros esquemas a corto plazo que han sido menos
estudiados.”

La fuente del material para las vacunas con
hongos generalmente se obtiene cultivando éstos
bajo condiciones controladas, como las que se men-
cionaron anteriormente. Los micelios y las esporas
deben estar presentes en este material. Ya que la
composicion alergénica de un hongo es variable,
una vacuna debe prepararse a partir de los tres
altimos cultivos diferentes de la misma especie. Es
muy importante que se usen condiciones de cultivo
exactas para asegurar que la composicioén alergé-
nica entre los cultivos de hongos sea similar. El
material flingico inicial debe obtenerse de centros
bien establecidos, con una buena reputacién que
indique si producen materiales crudos para culti-
vo. Pocos laboratorios venden extractos flingicos
bien estandarizados, asi que la inmunoterapia con
estos alergenos s6lo se recomienda en casos que no
mejoren con farmacoterapia.?

INMUNOTERAPIA CON EXTRACTOS FUNGICOS

La desensibilizaciéon mediante alergenos fungicos
consiste en administrar cantidades gradualmente
crecientes de un extracto alergénico a un sujeto
alérgico para disminuir sus sintomas causados por
la exposicién al alergeno fiingico. La inmunote-
rapia es el tnico tratamiento etioldgico contra las
enfermedades alérgicas respiratorias mediadas por

anticuerpos IgE especificos.” Por ello, debe destinar-
se a los pacientes con rinitis y asma alérgicas luego
de la exposicién natural a alergenos, con alergia IgE
mediada ante los aeroalergenos y demostrada por
pruebas cutdneas o pruebas in vitro, cuando no es
posible controlar los sintomas o evitar los aeroaler-
genos y los sujetos se beneficien sustancialmente
con un tratamiento tolerado de farmacoterapia.*
Su eficacia clinica se ha demostrado siempre que,
primero, se realice una indicacién correcta, basada
en la demostracién de que la sensibilizacion al aler-
geno juega un papel relevante en la evolucién de los
sintomas y la gravedad de la enfermedad; segundo,
se disponga de extractos alergénicos de alta calidad
adecuados para procedimientos terapéuticos; y
finalmente, se ejecute su administracion en dosis y
tiempo apropiados.”

La inmunoterapia con alergenos de pélenes,
insectos, epitelios de animales, cucarachas y acaros
del polvo es un tratamiento eficaz para la rinitis y
el asma alérgicas. Respecto a la inmunoterapia con
vacunas que contienen alergenos fliingicos, los hon-
gos tienen varias caracteristicas que los distinguen
de otros alergenos inhalados: (1) existen cientos de
especies diferentes de hongos; (2) los patrones de
exposicion a la mayor parte de las especies de hon-
gos no se conocen bien; (3) la calidad de las vacunas
de hongos es variable; y (4) no existen vacunas para
muchos géneros de hongos.*® Aunque podemos
encontrar pocos estudios realativos a la inmuno-
terapia con alergenos con vacunas de hongos, hay
dos estudios doble ciego, controlados con placebo,
que mostraron que la inmunoterapia con vacunas
estandarizadas de Cladosporium y Alternaria pueden
ser eficaces en la rinitis o en el asma.”*

ESTABILIDAD MOLECULAR DE ALERGENOS
FUNGICOS

Aunque es importante contar con extractos ade-
cuadamente caracterizados, de alta potencia y
consistentes entre lotes, también lo es mantener
dicha potencia, pues hay que tener en cuenta que
existen diversos factores que determinan la estabi-
lidad del extracto, como el tiempo y la temperatura
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de almacenamiento, las diluciones, los diluyentes
y el tipo de alergenos que se estin manejando en
la inmunoterapia; ademas, deben considerarse los
fenémenos de reactividad cruzada entre diferentes
especies de hongos.”

Existen pruebas de que enzimas proteoliticas y
glucosidicas se encuentran en algunos extractos de
hongos que digieren los alergenos de algunas vacu-
nas de polen. Por ejemplo, la vacuna para Aspergillus
ha mostrado que reduce la actividad de unién a
la IgE de la vacuna para el pasto timothy cuando
ambas se mezclan. Aun cuando no hay datos de
que esta reduccién de la unién a la IgE disminuya
la eficacia de la inmunoterapia, estas interacciones
no han sido bien estudiadas. Por esta razén puede
ser deseable mantener las vacunas con alta actividad
proteolitica-enzimatica (por ejemplo, las vacunas
para hongos) separadas de las que tienen baja acti-
vidad (pélenes). Y finalmente, debe considerarse la
presencia de proteasas en extractos de hongos, como
Alternaria'y Cladosporium, capaces de degradar otras
proteinas.*

CONCLUSIONES

Los extractos alergénicos estandarizados tienen
caracterizada adecuadamente su potencia, ésta se
define como la actividad alergénica total, deter-
minada por la suma de la actividad anticuerpo
que tiene cada molécula de IgE especifica para
cada epitope de cada alergeno presente en el
extracto. La determinacién de la potencia de un
extracto se realiza valorando las actividades aler-
génica total y la biolégica, por tanto, la utilizaciéon
de preparados adecuadamente estandarizados
implica mayor precisiéon en el diagndstico de
enfermedades con participacion de la IgE y en
la especificidad e intensidad de esa reaccién,
por lo que todo ello resulta en mayor reprodu-
cibilidad del método y menor nimero de falsos
positivos.?!

La evaluacién clinica, en tanto, plantea una serie
de problemas especiales. El primero es que atin no
contamos con materiales para realizar la prueba
cutdnea alérgica para la mayor parte de los hongos

ambientales. Los que estdn disponibles general-
mente no estan estandarizados, y la reactividad en
la prueba cutdnea varia para antigenos similares,
con etiquetas idénticas producidas por diferentes
fabricantes de antigenos. El detalle principal al
momento de manejar pacientes con sensibiliza-
cion demostrada a antigenos fuingicos y con una
correlacion clara con los sintomas clinicos es que
éstos eviten los sitios en los que los hongos forjan
su simiente.*

La gran variabilidad entre los diferentes extrac-
tos es un problema especialmente presente en los
extractos de hongos, ya que pueden existir gran-
des diferencias antigénicas de una cepa a otra: por
el medio de cultivo, la fuente de donde se obtuvo
y el procedimiento mediante el cual se produjo el
extracto.® En la actualidad —excepto para algu-
nos alergenos—, la mayor parte de los extractos
alergénicos de hongos comercializados no estan
estandarizados, por lo que el contenido alergénico
de los diferentes extractos no puede compararse
directamente. La mayor parte de los extractos
fungicos utilizados, tanto en el diagnoéstico como
el tratamiento, contienen otros componentes y
otras proteinas no alergénicas. Algunos hongos
filamentosos, como Aspergillus, Fusarium, Peni-
cillium y Alternaria alternata, son productores de
micotoxinas (aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxi-
nas, monometileter de alternariol, altertoxinas
I y 1I, altenueno, altenusina, 4cido tenuazoénico,
etcétera), por lo que debe evitarse su presencia
en los extractos elaborados con fines diagnésticos
y terapéuticos, por su potencial efecto téxico o
irritante.** Existe mucho por hacer en el campo
de produccién y estandarizacion bioldgica de los
extractos fangicos, como la realizacién de ensayos
controlados a partir de la eficacia y la seguridad
de la inmunoterapia con extractos fingicos estan-
darizados en pacientes alérgicos hipersensibles a
los antigenos de hongos.
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