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Expresion de IL-4, IL-5 e IL-13 durante la respuesta inmunitaria in

vitro a alérgenos fungicos en individuos sensibilizados
Héctor Ruiz Reyes,* Alain R Rodriguez Orozco,* Salvador Sanchez Nafarrate*

RESUMEN

Antecedentes: la determinacion de citocinas T,2 ha sido un gran apoyo para la comprension de diversos procesos fisiopatologicos
alérgicos.

Objetivo: valorar el comportamiento de IL-4, IL-5 e IL-13 durante la respuesta inmunitaria in vitro a alérgenos fungicos.

Material y métodos: se obtuvieron células mononucleadas (Ficoll-paque d = 1.077) de cuatro sujetos con rinitis alérgica y prueba
cutanea positiva a hongos, éstas fueron activadas con extractos fungicos a los que cada sujeto resulté positivo en la prueba cutanea
y posteriormente se determinaron por ELISA IL-4, IL-5 e IL-13 a las 24, 48 y 72 horas.

Resultados: los niveles de expresion de IL-4 en sobrenadantes de cultivo celular fueron mas elevados respecto a IL-5 e IL-13 (p <
0.05). La liberacion de interleucinas fue distinta en magnitud respecto al tiempo y a la especie fungica a la que el individuo resulto
sensible.

Conclusiones: IL-4, pero no IL-5 ni IL-13 mantuvieron su expresion durante el reto con alérgenos fungicos in vitro en las primeras
72 horas. IL-4 debe estudiarse como biomarcador para estimar la alergenicidad a hongos en sujetos sensibilizados.

Palabras clave: interleucina 4, interleucina 5, interleucina 13, alérgenos fungicos, respuesta inmunitaria, rinitis alérgica.

ABSTRACT

Background: Determination of T, 2 citokines profile have arisen interest to understand the pathophysiology of allergic diseases.
Objective: To analyze the expression of IL-4, IL-5 e IL-13 during the immune response to allergic fungi in sensitized patients with
allergic rhinitis.

Material and method: Mononuclear cells (Ficoll-paque d = 1.077) were isolated from four patients with allergic rhinitis and positive
skin prick test to allergic fungi and subsequently activated with fungal allergic extracts. The supernatants were collected and the levels
of IL-4, IL-5 and IL-13 were determined by enzyme-linked immune assay.

Results: The levels of IL-4 in supernatants were higher than IL-5 levels and IL-13 levels (p < 0.05) during the firs 72 hours of chal-
lenge with fungal allergens in vitro. The expression of above mentioned cytokines was different attending time course response and
fungal species in sensitized patients.

Conclusions: IL-4, but not IL-5 and IL-13 either, showed a sustained expression during 72 hours after the challenge to allergic fungi
in vitro. IL-4 could be studied as biomarker to estimate the allergenicity to fungi in sensitized patients.

Key words: interleukin 4, interleukin 5, interleukin 13, fungal allergens, immune response, allergic rhinitis.

no de los eventos mas importantes durante
la respuesta inflamatoria alérgica a aeroa-
lérgenos es la inmunomodulacion mediada
por citocinas. Las células T, 2 producen
citocinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, que inducen las
respuestas inmunitarias humorales caracteristicas de la
atopia.? En la actualidad la hipersensibilidad inmediata
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a hongos plantea serios retos en el diagnostico y atin mas
en el tratamiento especifico mediante inmunoterapia, de-
bido, entre otros factores, a que los extractos comerciales
disponibles hasta el momento no son muy eficaces, tie-
nen con frecuencia una baja actividad alergénica, existe
una gran variabilidad antigénica en las cepas fingicas
de donde se obtienen los extractos, ademas de la falta
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de conocimiento de las reactividades cruzadas entre las
diferentes especies fingicas.** La variabilidad de la res-
puesta inmunitaria a hongos alergénicos se ha estudiado
poco en nuestro medio y actualmente no se dispone de
biomarcadores clinicos para evaluar esta alergenicidad.
El establecimiento de estos biomarcadores pudiera re-
sultar atractivo para decidir dar inmunoterapia contra
hongos en individuos con rinitis alérgica y rinosinusitis
alérgica, resistentes al tratamiento y con prueba cutanea
positiva a hongos alergénicos.

Este trabajo estuvo encaminado a la caracterizacion
de la expresion de IL-4, IL-5 e IL-13 como marcadores
inflamatorios asociados con la evolucion de la reaccion
alérgica a hongos alergénicos en individuos sensibili-
zados que padecen rinitis alérgica.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron cuatro pacientes (27.5 + 3.05 afios)
con diagnostico de rinitis alérgica y prueba cutanea po-
sitiva a hongos alergénicos, que asistieron a consulta de
alergologia del Hospital Vasco de Quiroga de Morelia,
Michoacéan. Ninguno de los pacientes elegidos habia
recibido inmunoterapia ni tratamiento farmacologico.

Pruebas de hipersensibilidad cutanea a hongos (mé-
todo Prick-test)

Para la realizacion de las pruebas cutaneas se utilizaron
18 extractos fungicos en concentracion de 1:20 p/v
(Allerstand, México DF): Monilia sp, Helmintosporium
sativum, Penicillium notatum, Rhizopus nigricans,
Rhizopus stolonifer, Mucor racemosus, Ulocladium sp,
Epicocum purpuracens, Cladosporium cladosporioides,
Fusarium sp, Alternaria alternata, Curvularia lunata,
Triticum aestivum, Cunninghamella sp, Rhodotorula sp,
Absidia sp, Candida albicans 'y Aspergillus fumigatus.
Para la aplicacion de los alérgenos fungicos se utilizaron
lancetas Duotip-Test estériles (Lincoln Diagnostic, Inc.
Decatur, Illinois 62525 EUA), y se aplico la técnica
por rotacion a 360° para la penetracion del alérgeno a
la piel de la cara flexora del antebrazo. Se usaron como
controles positivo y negativo, fosfato de histamina y
solucion amortiguadora de fosfatos respectivamente.
Las reacciones positivas se interpretaron como: + (la
roncha puede o no manifestarse, si aparece, la roncha

debe ser un poco mas grande con respecto a la del control
positivo, el area del eritema es mas grande con respecto
al area del control negativo), ++ (roncha de 5 a 6 mm,
y el area del eritema usualmente abarca 10 mm), +++
(roncha de 72 9 mm, y el area del eritema abarca cerca
de 20 mm), ++++ (cualquier reaccion con una roncha de
10 mm o pseuddpodos pronunciada aun cuando el area
del eritema puede o no ser tan grande como la reaccion
+++). Se interpretaron como positivas las pruebas que
originaban una papula de 3 mm o mas respecto al control
negativo de la prueba cutanea.

Obtencion de células mononucleadas (método Ficoll-
paque d =1.077)

Se obtuvieron 10 mL de sangre periférica de cada uno
de los pacientes atopicos con prueba cutanea positiva a
hongos y se depositaron en tubos de vidrio estéril con
anticoagulante EDTA. La separacion de células mono-
nucleadas (CMN) se realizé por el método de seleccion
Ficoll-paque plus (Amersham Biosciences, USA), con
gradiente de densidad 1.077.° Se determind la viabilidad
de CMN por exclusion con azul de tripano al 4% y lectu-
ra en hemocitometro, se aceptd la viabilidad celular igual
a 95% como adecuada para la realizacion de los ensayos.
La suspension celular se ajusté a una concentracion final
de 1x10¢ células/mL con medio RPMI 1640 completo
+ suero fetal de bovino inactivado al 10% (SFBI 10%,
Gibco, Grand Island NY, EUA).

Obtencion de sobrenadantes de cultivo de células
mononucleadas activadas con extractos fungicos

Las células mononucleadas (CMN) de cada paciente
se sembraron en cajas estériles de 96 pozos de fondo
plano (Sarstedt, Inc. Newton, NC 28658, EUA), a 2x10°
células/100 mL por pozo en medio RPMI-1640 completo
+ SFBI 10%. Las células se trataron con los extractos
fingicos a los que el sujeto atopico resultd positivo en
la prueba cutanea, a una concentracion de 1:20 p/v, que
fue seleccionada en ensayos clinicos previos. El control
negativo consistio en CMN no tratadas con extracto
fingico suspendidas en medio RPMI 1640 + SFBI 10%,
y el control de estimulacion con mitéogeno policlonal
consistio en CMN suspendidas en medio RPMI 1640 +
SFBI 10% a las que se le afladié concanavalina A (con
A) (5 mg/mL). Las placas de cultivo celular se incubaron
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a 37 °C con atmosfera de CO, al 5% (CO, Incubator,
SHEL LAB, EUA). Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

Determinacion de IL-4, IL-5 e IL-13 en sobrenadantes
de cultivo de células mononucleadas activadas por
extractos fungicos

Los sobrenadantes de cultivo celular se recolectaron a
las 24,48 y 72 horas en tubos epperdorf de 1 mL. Se uti-
lizaron kits de ELISA (Human Biotrak, ELISA system,
Amersham Biosciences, EUA) para la determinacion
de IL-4, IL-5 e IL-13 y la lectura de estas citocinas se
realizé en el microprocesador ELISA PLUS, Control
Lab, EUA.

Andlisis estadistico
Para estimar la magnitud de la respuesta alérgica in
vitro a hongos, se determind el indice de estimulacion
de la muestra (expresada en veces X); /) con respecto al
control con mitégeno policlonal (CMP) concanavalina
A,y 2) con respecto a control negativo (C-) células no
tratadas.

Se utilizo el analisis de la variancia y distribucion de
Fisher para comparar los niveles de expresion entre [L-4,
IL-5 e IL-13 durante la respuesta inmunitaria in vitro a

X Concentracion de I1L-4
de la muestra

X Concentracion de IL-4
del CMP

X Concentracion de IL-5
de la muestra

X Concentracion de IL-5
del CMP

XConcentracién de IL-13
de la muestra
XConcentracion de IL-13
del CMP

X Concentracion de IL-4
de la muestra

X Concentracion de IL-4
del control negativo

X Concentracion de IL-5
de la muestra

X Concentracion de IL-5
del control negativo
XConcentracion de IL-13
de la muestra
XConcentraciéon de IL-13
del control negativo

indice de estimulacion
sobre mitégeno policlonal

indice de estimulacion
sobre mitégeno policlonal

indice de estimulacion
sobre mitégeno policlonal

indice de estimulacion
sobre control negativo

indice de estimulacién
sobre control negativo

indice de estimulacién
sobre control negativo

hongos alergénicos, y para interpretar la expresion de
las citocinas a las 24, 48 y 72 horas.

RESULTADOS

Las principales reacciones de hipersensibilidad cutanea
positivas ante la exposicion a alérgenos fingicos en los
pacientes alérgicos con diagndstico de rinitis alérgica se
observan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Resultados de las pruebas de hipersensibilidad
cutanea positivas a hongos en pacientes atopicos con rinitis
alérgica

Paciente Sensibilizacion al hongo Reaccion

1 Candida albicans ++

2 Alternaria alternata +++
Mucor racemosus ++ +

3 Rhizopus stolonifer ++++
Rhodotorula ++++

4 Curvularia lunata ++
Cunninghamella +++
Penicillium notatum +++

El paciente 1 con prueba cutanea positiva a Candida
albicans (++) mostr6 un pico maximo de expresion de
IL-4 a las 72 horas, ésta fue 19.5 veces mayor a la es-
timulacion respecto a células tratadas con un mitégeno
policlonal (CMP) y 13.2 veces superior la estimulacion
respecto a control negativo (C-).

El paciente 2 tuvo con prueba cutanea positiva a
Alternaria alternata (+++) y Mucor racemosus (+++);
para Alternaria alternata tuvo un pico maximo de ex-
presion de IL-4 a las 48 horas que fue 7.4 veces superior
a la estimulacion respecto a CMP y 3.5 veces mayor la
estimulacion respecto a C-; para IL-5 el pico maximo de
expresion fue a las 72 horas y éste fue 3.2 veces superior
a la estimulacion respecto al CMP y 7 veces mayor a la
estimulacion respecto al C- a las 48 horas. Con respecto
a Mucor racemosus, el pico maximo de expresion de
IL-4 fue a las 48 horas y fue 1.8 veces superior a la
estimulacion respecto a CMP.

El paciente 3, con prueba cutanea positiva a Rho-
dotorula (++++) y Rhizopus stolonifer (++++), para
Rhodotorula tuvo un pico maximo de expresion de IL-4
a las 24 horas, que fue 2.6 veces mayor la estimulacion
sobre C- e IL-13, mostré un pico maximo de expresion
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a las 48 horas, 1.1 veces superior a la estimulacion
sobre CMP. Respecto a Rhizopus stolonifer, el paciente
mostré un pico maximo de expresion de IL-4 a las 72
horas que fue tres veces mayor la estimulacion res-
pecto a CMP y 11.3 veces superior a la estimulacion
respecto a C-.

El paciente 4, con prueba cutanea positiva a Pe-
nicillium notatum (+++), Cunninghamella (+++) y
Curvularia lunata (++), tuvo para Penicillium notatum
un pico maximo de expresion de 1L-4 a las 48 horas que
mostrd ser 2.7 veces superior a la estimulacion respecto
aCMPy 1.6 veces mayor la estimulaciéon sobre C-. Para
Cunninghamella el pico maximo de expresion de IL-13
fue a las 48 horas, 1.1 veces superior a la estimulacion
respecto a CMP y C-. Por ultimo, Curvularia lunata

para IL-13 mostro el pico maximo de expresion a las 48
horas, 1.1 veces superior a la estimulacion respecto a
CMPy C-. La expresion de citocinas en sobrenadantes
de cultivo de células mononucleadas activadas por alér-
genos fungicos mostr6 que los indices de estimulacion
de IL-4 respecto al CMP y C- estuvieron mas elevados
que los indices de estimulacidon de IL-13 e IL-5 res-
pecto al CMP y C- (cuadro 2). Durante la valoracioén
de la expresion de IL-4, IL-5 e IL-13 en sobrenadantes
de 24, 48 y 72 horas, se observé que las citocinas no
siguen un mismo patrén regular de expresion en las
primeras 72 horas de respuesta a alérgenos fingicos en
individuos sensibilizados (cuadro 3). En las figuras 1,
2y 3 se observa la expresion de citocinas (IL-4, IL-5 e
IL-13) en cultivos de células mononucleadas, durante

Cuadro 2. Variabilidad en la expresion de IL-4, IL-5 e IL-13 inducida durante la respuesta inmunitaria in vitro a extractos de hongos

alergénicos evaluados

Andlisis de variancia Distribucion de Fisher Jo)
F calculada F critica

Op (IL-4, /CPM) 4.76 > 3.79 0.05
Oor (IL-5_ /CPM)
Oyor (IL-4_/CPM) 14.9 > 8.89 0.005
O, (IL-13_/CPM)
Oyor (IL-5 /CPM) 3.14 > 3.79 0.05
Oyor (IL-13 /CPM)
Oop (IL-4,/C-) 3.9 > 3.79 0.05
Oor (IL-5,/C-)
Oy (IL-4_/C-) 86.3 > 15.02 0.001
Opor (IL-13/C-)
Opor (IL-5,/C-) 22 > 15.02 0.001

Opop (IL-13_/C-)

OrorlL-4,., IL-5 0 IL-13 = variancia total de las interleucinas expresadas en las muestras.

IL-5,,, 0 IL-13

Oror IL-4 cmP cmP

CcmpP?
o‘TOT

= variancia total de las interleucinas expresadas con el control mitégeno policlonal (concanavalina A).
IL-4., IL-5. o IL-13 = variancia total de las interleucinas expresadas con CMN no ratadas [control negativo = C-].

Cuadro 3. Expresion de IL-4, IL-5 e IL-13 en sobrenadantes de cultivo activados por alérgenos fungicos respecto al mitégeno poli-

clonal (CMP) y el control negativo (C-)

Distribucion de F

t calculada t critica P
M/CMP

IL-4 0.98 <3.49 0.05
IL-5 1.20 <3.49 0.05
IL-13 1.68 <3.49 0.05
m/C-

IL-4 1.45 <3.49 0.05
IL-5 2.14 <3.49 0.05
IL-13 1.58 <3.49 0.05

m/CMP: muestra/células tratadas con mitégeno policlonal; m/C-: muestra/células no tratadas.
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Figura 1. Los puntos muestran los indices de estimulacion de
la sintesis de IL-4 por células mononucleadas estimuladas con
extractos fungicos (m) a los que los individuos resultaron sen-
sibles, respecto a la produccion de IL-4 expresada por células
mononucleadas estimuladas con un mitégeno policlonal (con-
canavalina A: 5 mg/mL) [C+]. El experimento es representativo
de una serie de tres.
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Figura 2. Los puntos muestran los indices de estimulacion de
la sintesis de IL-5 por células mononucleadas estimuladas con
extractos fungicos (m) a los que los individuos resultaron sen-
sibles, respecto a la produccion de IL-5 expresada por células
mononucleadas estimuladas con un mitégeno policlonal (con-
canavalina A: 5 mg/mL) [C+]. El experimento es representativo
de una serie de tres.

las primeras 72 horas de reto con los extractos fungicos
respecto a la sintesis inducida por el mitégeno policlo-
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Figura 3. Los puntos muestran los indices de estimulacion de
la sintesis de IL-13 por células mononucleadas estimuladas
con extractos fungicos (m) a los que los individuos resultaron
sensibles, respecto a la produccion de IL-13 expresada por
células mononucleadas estimuladas con un mitégeno policlonal
(concanavalina A: 5 mg/mL) [C+]. El experimento es represen-
tativo de una serie de tres.
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Figura 4. Los puntos muestran los indices de estimulacion de la
sintesis de IL-4 por células mononucleadas estimuladas con ex-
tractos fungicos (m) a los que los individuos resultaron sensibles,
respecto a la produccion de IL-4 inducida espontaneamente por
células mononucleadas (C-). El experimento es representativo
de una serie de tres.

nal (concanavalina A); mientras que las figuras 4, 5y
6 muestran la expresion de estas citocinas en células
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Figura 5. Los puntos muestran los indices de estimulacion de la
sintesis de IL-5 por células mononucleadas estimuladas con ex-
tractos fungicos (m) a los que los individuos resultaron sensibles,
respecto a la produccion de IL-5 inducida espontaneamente por
células mononucleadas(C-). El experimento es representativo
de una serie de tres.
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Figura 6. Los puntos muestran los indices de estimulacion de la
sintesis de IL-13 por células mononucleadas estimuladas con ex-
tractos fungicos (m) a los que los individuos resultaron sensibles,
respecto a la produccion de IL-13 inducida espontaneamente por
células mononucleadas(C-). El experimento es representativo
de una serie de tres.

tratadas con extractos flingicos con respecto a la sintesis
inducida espontaneamente por células mononucleadas
(control negativo).

DISCUSION

Durante las pruebas cutaneas con hongos se encontraron
respuestas de hipersensibilidad positivas a: Candida
albicans, Alternaria alternata, Mucor racemosus,
Rhizopus stolonifer, Curvularia lunata, Rhodotorula,
Cunninghamella y Penicillium notatum. Otros estudios
mexicanos han reportado similares respuestas positivas
de hipersensibilidad a hongos.®’

La determinacion de mediadores solubles que inter-
vienen en la modulacion de la respuesta inmunitaria,
como las citocinas expresadas en procesos inflamatorios
durante situaciones de enfermedad, ha tenido un papel
importante en la comprensiéon de diversos procesos
fisiopatologicos alérgicos. En el 2002 Repta,® con el fin
de comparar el grado de inflamacion entre pacientes con
sinusitis aguda, sindrome de astenia cronica y rinitis alér-
gica, determino las concentraciones de diversas citocinas
(IL-8, TNFa y NGF) en el liquido de lavados nasales.
Por otra parte, Lopez y col.,” en 2004, observaron el com-
portamiento de las citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12
e IFNy en el suero de pacientes con rinitis alérgica, con
y sin inmunoterapia. Estos estudios clinicos permitieron
evaluar el impacto de la determinacion de citocinas
implicadas en la magnitud de la respuesta alérgica de
pacientes con alergias respiratorias como marcadores
de evolucion clinica de la enfermedad. En el presente
trabajo se determinaron los niveles de expresion de cito-
cinas determinantes en la aparicion y perpetuidad de la
respuesta alérgica en cultivos de células mononucleadas
obtenidas de cada uno de los pacientes alérgicos, y que
fueron enfrentados a extractos alergénicos de hongos
a los que dichos pacientes resultaron sensibilizados in
vivo (prueba cutanea positiva).

Observamos que los mayores niveles de expresion de
IL-4 se obtuvieron en Candida albicans a las 72 horas
de cultivo de células mononucleadas (CMN) respecto
al mitégeno policlonal (CMP) (19.5 veces), seguido de
Alternaria alternata con un indice de estimulacion con
respecto al CMP que mostrd una estimulacion maxima
(7.4 veces); estos datos indican que la expresion de IL-
4 en sobrenadantes de cultivo de CMN activadas por
alérgenos fangicos fue 19.5 y 7.4 veces mayor que la
IL-4 inducida por un mitégeno policlonal (concanava-
lina A), lo cual permite considerar a estos hongos muy
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alergénicos, directamente implicados con la respuesta
alérgica del huésped.

Respecto a IL-5, Alternaria alternata mostrd un in-
dice de estimulacion maxima de 3.2 veces sobre CMP
a las 72 horas de cultivo, y un indice de estimulacién
siete veces superior con respecto al control negativo en
igual periodo. Sabariego y col., en 2004, observaron que
las respuestas alérgicas de hipersensibilidad de tipo 1
a alérgenos fingicos son mas severas contra epitopes
de Alternaria alternata que, ademas de producir rini-
tis alérgica, se han asociado con episodios severos de
asma.!®!112 En nuestro estudio Alternaria alternata fue
el unico hongo capaz de inducir una fuerte respuesta de
expresion de IL-5, citocina implicada en la respuesta
inflamatoria tardia.

Por otra parte, se esperaba que la expresion de IL-13
se comportara de manera semejante a la de IL-4, durante
la respuesta inmunitaria in vitro a hongos, debido a que
las células mononucleadas muestran un grado de homo-
logia del 50% en sus receptores de membrana IL-4Ra
e IL-13Ra de alta afinidad y que las cadenas de ambos
receptores pueden inducirse en las primeras horas de
la reaccion alérgica. A pesar de esta homologia la res-
puesta inducida de ambas citocinas no fue similar, esto
pudiera estar relacionado con el hecho de que las otras
subunidades del receptor estén mayormente implicadas
en la sefalizacion de respuestas a alérgenos de hongos.
Durante la cuantificacion de estas citocinas por ELISA,
las concentraciones de IL-4 fueron mucho mas elevadas
con respecto a la IL-13. Los monocitos muestran IL-
4R en su membrana; sin embargo, los linfocitos T y B
expresan IL-4R solo cuando estan activados; en el caso
de IL-13R solo se expresan en células B, esto parece
indicar que la activacion de células B y T ante alérgenos
fingicos estara modulada mas por la expresion de IL-4,
que por IL-13 en las primeras 72 horas de la reaccion
alérgica, y que el tiempo de respuesta y eventos como la
maduracién de afinidad de la citocina por los receptores
pudieran ser importantes para estimar la magnitud de
la respuesta alérgica y deben ser estudiados en ensayos
posteriores.

La IL-4 producida por linfocitos T fue la citocina
T,2 mas importante en la modulacion de la respuesta
alérgica a hongos y se ha relacionado directamente
con la produccion de IgE especifica contra el alérgeno

que indujo la sensibilizacion.'*'* Podemos admitir que
IL-4 fue un marcador mas estable que IL-5 e IL-13
durante la respuesta alérgica a hongos en los pacientes
evaluados.

La prueba exacta de Fisher permitié analizar la ex-
presion de IL-4, IL-5 e IL-13 con respecto al control con
mitdgeno policlonal y control negativo, a través del tiem-
po (24, 48 o 72 horas), durante la respuesta inmunitaria
in vitro a hongos, y se observo que la liberacion de las
citocinas no sigue un patréon regular de comportamiento,
es decir, que pueden ser liberadas en diferentes tiempos
una vez que el paciente se ha enfrentado al hongo al
que resulta alérgico; estos hallazgos estan en relacion
con la heterogenicidad y complejidad de la respuesta
inmunitaria a hongos y con la variabilidad biologica de
la respuesta del huésped.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente
estudio las principales contribuciones son: se comprob6
la potencia alérgica de Alternaria alternata sobre otras
especies de hongos, al inducir altos niveles de expresion
de IL-4 e IL-5 en sobrenadantes de cultivo de células
mononucleadas retadas con alérgenos fungicos. El
indice de estimulacion de la produccion de citocinas
T, 2, particularmente IL-4, puede ser 1til para estimar
la magnitud de la respuesta alérgica a extractos fungi-
cos in vitro. En los sobrenadantes de cultivo de células
mononucleadas activadas por extractos fungicos obser-
vamos que IL-4 es la citocina T, 2 que se expresa mas
regularmente en la modulacion de la respuesta alérgica
a hongos. La liberacion de citocinas T, 2 (IL-4, IL-5 e
IL-13) no sigue un patrén de expresion regular a través
del tiempo durante la respuesta inmunitaria in vitro a
hongos alergénicos.

Si tomamos estos cuatro casos estudiados como una
pequeiia serie aceptamos como limitantes y como reco-
mendaciones para estudios posteriores que es necesario
el uso de alérgenos recombinantes (estandarizados)
tanto para las pruebas por escarificacion como para los
estudios de estimulacion in vitro, y que también deben
analizarse las reactividades cruzadas entre los alérgenos
fungicos que desencadenan los resultados reportados.
Esto ofreceria la oportunidad de estudiar el papel de
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nuevas moléculas importantes en la fisiopatologia de
la rinitis alérgica relacionada con hongos alergénicos,
aun cuando en posteriores trabajos nos hemos propues-
to descartar causas de liberacion inespecifica de estas
citocinas, situacion que no descartamos en este estudio
preliminar. Estos pacientes demostraron sensibilizacion
a los mismos hongos alergénicos in vivo e in vitro. En
los sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas
activadas por extractos fungicos, IL-4 fue un biomar-
cador que se expresod con consistencia durante el reto
con alérgenos fungicos en individuos sensibilizados, no
asi IL-5 ni IL-13. Elevar el nimero de casos evaluados
y plantear un estudio mayor en donde analicemos en
forma mas estricta la regulacion de la expresion de 1L-
4 como biomarcador de alergenicidad es una estrategia
recomendable para trabajos de investigacion futuros en
esta area.
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