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RESUMEN . Los extractos alergínicos se emplean en tratamientos de inmu-
noterapia, ya que son capaces de inducir cambios inmunológicos en la respuesta
alírgica, reduciendo de forma significativa los súntomas clúnicos de la enferme-
dad. Por la importancia de su uso mídico y con el objetivo de determinar los pro-
bables efectos nocivos, funcionales y morfológicos en la administración a dosis
repetida, en ratones NMRI, del extracto Blomia tropicales, se llevó a cabo este
ensayo . Para su realización, se dividieron los animales en dos grupos experimen-
tales, control y tratado (n = 20) y se utilizó como vúa de administración la subcutñ-
nea. Los animales se observaron diariamente para detectar signos de toxicidad .
Al finalizar el ensayo, se les realizaron determinaciones de hematologúa y quúmi-
ca sanguúnea, se hizo su necropsia y se les practicaron exñmenes anñtomo-patoló-
gico e histopatológico . No se detectaron alteraciones en el peso corporal, el consu-
mo de agua y alimento, ni en los indicadores de la quúmica sanguúnea. En los
resultados hematológicos se observó que los leucocitos, en ambos grupos, fueron
inferiores a los reportados para la especie y lúnea . En el anñlisis anñtomo-patoló-
gico se encontraron lesiones hemorrñgicas e inflamatorias, las cuales fueron ob-
servadas tanto en el grupo experimental como en el control en el ñrea de aplica-
ción . Los resultados demostraron que la dosis de 166,6 UB (unidades biológicas)
no produce letalidad, en el biomodelo utilizado .

ABSTRACT. The allergenic extracts are used in immunotherapy treatments, since
they are able to induce immunologic changes in the allergic response, reducing
in a significant way the clinical symptoms of the illness . For the importance of
their medical use and with the objective of determining the probable noxious,
functional and morphological effects in the administration to repeated dose, in
NMRI mice, of the Blomia tropicales extract, was carried out this rehearsal. For
the realization of the same one the animals were divided in two experimental groups,
control and treaty (n = 20), and using as administration road the subcutaneous one .
The animals were observed daily to detect toxicity signs . When concluding the re-
hearsal, hematologic and sanguineous chemistry determinations were carried out
and the animals were gross necropsied, accomplishing anatomopathologic and
histopathologic exams . Alterations in the corporal weight, the water and food
consumption, neither in the values of the sanguineous chemistry were not de-
tected. In the hematologic parameters it was observed that the leukocytes, in
both groups, went inferior to those reported for the species and line In the
anatomopathologic analysis were found hemorrhagic and inflammatory inju-
ries which were observed in the experimental group as well as in the control
group in the application area . The results demonstrated that the dose of 166,6 UB
doesn't produce mortality in this model .
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INTRODUCCION
El interís en los ñcaros como cau-

sas posibles de enfermedades alír-
gicas ha aumentado en las tres élti-
mas dícadas . Los ñcaros del polvo
estñn distribuidos en todo el mun-
do, por lo que millones de personas
estñn expuestas a ellos .

En los Estados Unidos se ha de-
mostrado que entre las especies de
ñcaros mñs comunes del polvo estñ
Blomia tropicales .' Este pertenece a
la familia Glycyophagidae y se en-
cuentra coménmente en el polvo de
las casas de los climas tropicales y
subtropicales . 2,3 En muestras de pol-
vo de Suramírica, estñ presente en
un 96 % y constituye un 40 % de la
población total de ñcaros . 4 Por otro
lado, en un estudio en Sao Paulo,
Brasil, se encontró que el 65 % de
20 niáos asmñticos presentaron an-
ticuerpos IgE contra Blomia tropica-
lis yen Colombia el 85,5% de pacien-
tes de un estudio, resultaron RAST
positivos (radioallergosorbent test) a
Blomia tropicalis . 5 Estos datos de-
muestran la gran difusión de este
ñcaro, las posibles consecuencias de
su acción sobre el humano y de ahú
la importancia de una vacuna con-
tra íl .

Se entiende por extracto alergí-
nico una preparación de un aler-
geno, obtenido mediante la extrac-
ción de constituyentes activos de las
sustancias animal o vegetal con un
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disolvente apropiados Las proteúnas
alergínicas presentes en el extracto
de Blamúa tropicales se encuentran
en los extractos de polvo domístico
producidos artesanalmente en los
Laboratorios de Alergeologúa y son
usados con los mismos propósitos .'
Sobre el sistema inmunológico se co-
noce que este alergeno produce cam-
bios en el perfil de citoquinas de las
cílulas Th, provocando un desplaza-
miento desde Th2 hacia ml, ademñs
de un incremento de anticuerpos
IgG (subclase IgG,) y reducción de
IgG especúfica .' En investigaciones
clúnicas previas se ha observado ac-
tividad biológica en humanos sensi-
bilizados, provocando una reacción
cutñnea similar a la producida por
una disolución de histamina HCl a
10 mg/mL .

La inmunoterapia alergínica
consiste en la administración gra-
dual en cantidades ascendentes de
una vacuna alergínica a un sujeto
alírgico para mejorar los súntomas
asociados con la exposición a la cau-
sa de su afección. Este tratamiento
se introdujo para tratar la renitis
alírgica por Noon y Freeman en 1911 .
En los siguientes 80 aáos la inmu
noterapia se ha usado para tratar un
conjunto de enfermedades alírgi-
cas causadas por inhalación de
alergenos y venenos de Hymenop-
tera . 6

La inmunoterapia alergínica, al
igual que las vacunas utilizadas, son
modificadores del sistema inmune,
ademñs es el énico tratamiento que
puede afectar el curso natural de las
enfermedades alírgicas. El conoci-
miento obtenido a partir de estudios
de los mecanismos alírgicos, como
la importancia de las cílulas Thl y
m2, la regulación de las citoquinas
en las respuestas inmunes y la inhi-
bición especúfica de respuestas in-
munes patogínicas por medio de la
inducción de la tolerancia, pueden
aplicarse a una variedad de enfer-
medades alírgicas e inmunoló-
gicas .ó

Al extracto en estudio, se le rea-
lizó la toxicidad aguda . Durante el
perúodo experimental no se observa-
ron súntomas de toxicidad, muerte,
ni lesiones macroscópicas evidentes
en los animales de ensayo . Tenien-
do en cuenta la información inicial
existente sobre el producto, los co-
nocimientos sobre sus efectos tera-
píuticos y los datos farmacológicos
conocidos, 7 se consideró procedente
y necesario realizar este ensayo a do-
sis repetida. El ensayo fue concebi-
do como se estipula en las guúas y
regulaciones 8 9 de extractos alergíni-

cos, para el registro de cualquier sus-
tancia o componente relacionado .

MATERIALES Y METODOS
Sustancia de ensayo

F•e entregada por el centro pro-
ductor acompaáada de un expedien-
te que avala su calidad . Este extrac-
to se obtiene a partir de la extracción
en disolución de bicarbonato de
amonio de las proteúnas solubles del
cultivo completo del ñcaro . El pro-
ducto es sometido posteriormente, a
procesos de purificación filtración
esterilizante y liofilización. Contie-
ne proteúnas y glicoproteúnas de mñs
de 10 kD de peso molecular. Su acti-
vidad alergínica radica en varios
componentes proteicos fundamen-
talmente de bajo peso molecular (12
a 21 kD). Fueron realizados anñlisis
a la sustancia de ensayo, para su
identificación desde el punto de vis-
ta fúsico-quúmico, microbiológico e
inmunoquúmico que constan en la
información entregada .'

Animales

Se empleó un lote de 60 ratones
Cerp:NMRI (30 de cada sexo) pro-
cedentes del Centro Nacional para la
Producción de Animales de Labora-
torio (CENPALAB), los cuales se
mantuvieron en condiciones prote-
gidas . Los animales, de 5 semanas
de edad, se recibieron con un peso
promedio de 21,02 g las hembras y
24,09 g los machos. Al culminar el
perúodo de readaptación de 7 d, 10 se
pesaron para seleccionar los anima-
les y se tomaron solo aquellos cuyos
pesos se encontraban dentro de los
extremos múnimo y mñximo de ∎20%
del peso corporal promedio y habúan
sido clasificados como clúnicamente
sanos . Posteriormente, se distribu-
yeron en dos grupos experimentales
de 20 animales (10 por sexo) forma-
dos al azar . Fueron alojados indivi-
dualmente en cajas TZ (Techniplast)
y se mantuvieron en ambiente con-
trolado de temperatura y humedad
relativa, con fotoperúodo de 12 h luz
y 12 h oscuridad. Se les suministró
dieta comercial EMO 1001(ALYco°,
CENPALAB) y agua potable esterili-
zada, ad libitum."

Dosificación, vúa y zona de adminis-
tración

A solicitud del usuario y tenien-
do en cuenta que no existen aclara-
ciones con respecto a los grupos de
dosis establecidos, el ensayo se rea-
lizó con un solo nivel de dosis . La ad-
ministrada en cada inyección (0,5 mL)
fue de 166,6 UB, 10 veces inferior a
la dosis empleada en el ensayo agu-

do en ratones y 50 veces superior a
la dosis terapíutica mñxima pro-
puesta para los humanos .' Para el
grupo control se inoculó el mismo
volumen, utilizando el diluente del
extracto segén recomiendan las
Guúas y regulaciones 89 de estos pro-
ductos .

La administración se llevó a cabo
por vúa subcutñnea, teniendo en
cuenta que es la utilizada en huma-
nos,' asú como lo que ha sido repor-
tado al efecto . 8 8 Las aplicaciones se
realizaron alternadas a cada lado de
la zona de aplicación, la cual se loca-
liza detrñs del ñrea escapular, en los
pliegues derecho e izquierdo que se
forman a ambos lados de la colum-
na vertebral .

Diluente y duración del ensayo

El diluente del extracto es una
disolución estabilizadora de fosfato
pH = 7,4 con fenol al 0,4% como pre-
servo y albémina sírica humana al
0,03 % como esterilizante, 7 el cual es
el túpico diluente utilizado para es-
tos productos .ss

El tratamiento se aplicó diaria-
mente (de lunes a domingo) alas ani-
males durante los 28 d del ensayo .

Observaciones realizadas

A partir del primer dúa de aplica-
ción se comenzaron a realizar las
observaciones clúnicas diarias a cada
animal. Estas consistieron en la ins-
pección del ñrea de aplicación y en
especúfico del sitio de inyección, del
comportamiento, estado fúsico gene-
ral y las mucosas nasales y oculares
en busca de secreciones . Se palpó
abdomen y tórax para detectar ma-
sas palpables . Se revisó la integridad
y coloración de la piel y las mucosas,
las caracterústicas del pelo y otros .
Ademñs, se revisaron periódicamen-
te las heces y orina en las bandejas
colectoras para detectar posibles al-
teraciones en su aspecto, consisten-
cia y caracterústicas . El peso corporal,
asú como el consumo de agua yalimen-
to se determinaron semanalmente .

Determinaciones hematológicas y
quúmica sanguúnea

La determinación de los indica-
dores fue realizada al finalizar el en-
sayo." Para su selección se tuvo en
cuenta los reportes de la literatura
especializadas s y el interís del usua-
rio .?

Los indicadores hematológicos
determinados por el contador de cí-
lulas Micros ABX (Roche Diagnostic
Systems) con autodilución, el cual
aspira 12 ±L de sangre total con
EDTA, diluyíndola en 2,20 mL de



disolución diluente Minidil LMG
con previa calibración con los reac-
tives patrones Minitrol fueron: he-
moglobina, hematocritos, leucocitos
totales y conteo de plaquetas . El
conteo diferencial de leucocitos que
incluye neutrófilos, linfocitos, mo-
nocitos y eosinófilos, se realizó me-
diante un frotis sanguúneo, siendo
fijados con metanol, teáidos con
Giemsa y observados al microscopio
con lente 100x . Para el anñlisis de
estos resultados se crearon los inter-
valos normales de X ∎ 2DE (para
cada indicador) tomados a partir de
los valores correspondientes a los
animales del grupo control .

En quúmica sanguúnea se deter-
minó creatinina, proteúnas totales,
glucosa, ñcido énico y nitrógeno
ureico sanguúneo . Estos indicadores
se procesaron en el analizados auto-
mñtico Hitachi 704. Los resultados
bioquúmicos se interpretaron segén
la frecuencia de datos en la distribu-
ción normal, estableciíndose dos
intervalos de distribución, 12 " 3 el nor-
mal y el patológico .

Anatomúa patológica

El estudio anñtomo-patológico
comenzó el dúa 29 para cada grupo
experimental. Los animales fueron
anestesiados con vapores de íter y
desangrados por la vena femoral,
para lograr una mejor observación .
Asimismo, fue necesario su sacrifi-
cio por dislocación atlanto-axoidea .
Se realizó el examen de la superfi-
cie corporal, de todos los orificios na-
turales y mucosas ademñs de: ojos,
ano, estómago, tracto gastrointesti-
nal, ganglios linfoides, pñncreas,
vejiga, cerebro, tiroides, hipófisis,
mésculo esquelítico y se tomaron
muestras de piel, tanto del ñrea de
aplicación como no tratada .

Se extrajeron y pesaron los órga-
nos siguientes: bazo, riáones, húga-
do, ovario-testúculos, timo, corazón,
pulmones y encífalo . Se tomaron
muestras de húgado, riáones, piel y
lesiones observadas .

Anñlisis estadústico
El anñlisis estadústico se reali-

zó mediante sistema de programas
estadústicos para un nivel de sig-
nificación de p < 0,05 y una prueba
de Student de dos colas . Los indi-
cadores del estudio (bioquúmicos,
hematológicos y peso corporal) se
analizaronde manera indepen-
diente para cada sexo . El anñli-
sis estuvo apoyado por consul-
ta .l 4

RESULTADOS Y DISCUSION
Mortalidad

No se reportaron muertes por lo
que sobrevivieron al ensayo el 100 %
de los animales .

Reportes clúnicos

Los hallazgos clúnicos reportados
para ambos grupos de estudio, con-
trol y tratado, se observaron en el
ñrea de aplicación, con mayor inten-
sidad en los machos y consistieron
en: piloerección, endurecimiento y
marcada cianosis.

Peso corporal

En cuanto al peso corporal se
observó un aumento normal du-
rante el estudio, en ambos sexos
(Fig . 1). En el anñlisis estadústico
realizado, no se observaron diferen-

1

Controles

Los resultados se expresan como : media ∎ desviación estñndar.
N neutrófilos ; L linfocitos ; M monocitos ; E eosinófilos .
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cias significativas entre los grupos
de estudio .

Indicadores hematológicos

Las determinaciones de hemog-
lobina y plaquetas no arrojaron di-
ferencias significativas entre los gru-
pos de estudio. Este mismo compor-
tamiento fue observado en los
hematocritos para el caso de las hem-
bras, mientras que se observaron
diferencias (p <0,05) en los machos .
En los leucocitos totales las diferencias
se hicieron significativas (p < 0,05)
para ambos sexos . En la Tabla 1 se re-
portan otros valores de población (n),
dados por n' (población del conteo
diferencial), estos varúan porque al-
gunos animales mostraron una leu-
copenia severa, siendo imposible el
conteo de leucocitos en la lñmina
perifírica .

Esta situación se hizo crútica y
evidente en los machos del grupo
tratado; un solo animal mostró un
comportamiento que hizo posible la
determinación; en las hembras de
este grupo aunque significativamen-
te escaso, fue posible su conteo . Exis-
ten reportes de una disminución en
el conteo de cílulas blancas sanguú-
neas como una respuesta de adapta-
ción general al estrís provocado por
la propia manipulación . 1s

3 4

--t-Control H ~~Tratado H -O-Control M -~5- Tratado M

Fig . 1 . Comportamiento del peso corporal (PC) durante el estudio .

Tabla 1 . Resultados correspondientes a la determinación de los indicadores hematológicos .

5 Sam ana
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Sexo n Hemoglobina
(g(dL)

Hematocritos Plaquetas Leucocitos
( 103mL)

n' N L M E
(%) (' 10 3mL) (%)

H 10 12,01 ∎ 1,91 33,97 ∎ 5,43 566,10 ∎ 143,74 3,15 ∎ 1,08 9 6,3 93,5 0 0

M 10 13,37 ∎ 1,18 39,43 ∎ 4,10 68,60 ∎ 92,35 3,26 ∎ 1,55 8 4,75 95,1 0 0

Tratados

H 10 13,09 ∎ 1,40 41,26 ∎ 9,28 625,60 ∎ 171,47 2,21 ∎ 0,52 10 5,2 94,5 0 0

M 10 12,76 ∎ 2,06 36,50 ∎ 6,09 655,80 ∎ 81,63 1,18 ∎ 0,70 1 5 95 0 0
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Los resultados se expresan como : media ∎ desviación estñndar .

Indicadores bioquúmicos
En las determinaciones bioquú-

micas (Tabla 2) con excepción del
ñcido érico para las hembras y la glu-
cosa para los machos, se observó que
el resto de los indicadores se com-
portó normalmente de acuerdo con
el intervalo preestablecido . El ñcido
érico arrojó un valor medio por de-
bajo del lúmite inferior y la glucosa
se encontró aumentada, alcanzando
un valor medio superior al lúmite
mñximo . Sin embargo, al aplicar la
prueba t de Student no hubo diferen-
cias significativas entre grupos .

Los resultados se expresan como : media ∎ desviación estñndar .

Tabla 3 . Resultados correspondientes a la relación de los pesos de órganos en
relación con el peso corporal .

asociados con el trauma mecñnico
que produce la inoculación del pro-
ducto. Microscópicamente, las he-
morragias se localizaron en el teji-
do celular subcutñneo, por debajo
de la capa muscular fina . En el si-
tio de aplicación, tanto de los ani-
males tratados como controles, se
observó un infiltrado inflamatorio
caracterizado por la presencia de
leucocitos polimorfonucleares de
tipo neutrófilos, linfocitos, macró-
fagos, fibrocitos y cílulas plasmñ-
ticas; mientras que en las mues-
tras de piel alejadas del sitio de
aplicación no se apreciaron estos
cambios. La presencia de cílulas
cebadas no caracterizó el cuadro y
las diferencias entre grupos en un
anñlisis cualitativo no se eviden-
ciaron .

Las alteraciones anatomo-
patológicas encontradas en el ñrea
de aplicación pudieran ser debidas
a la inyección repetida de la sus-
tancia de ensayo, asú como al di-
luente empleado: fenol, el cual es
una sustancia irritante y corrosi-
va . 16 " En los órganos linfoides ana-
lizados : bazo, ganglios y timo no se
encontraron cambios significati-
vos de expresión patológica, ni en
el resto de los órganos estudiados .

Estudio de los pesos relativos de
órganos

En los machos, se apreciaron di-
ferencias significativas en el corazón
(p = 0,009) . En el caso de las hem-
bras, se detectaron diferencias sig-
nificativas para el corazón (p =
0,007), encífalo (p = 0,002) y ovario
(p = 0,003) siendo mayor el valor de
las tratadas que las controles (Ta-
bla 3) . Al aplicar la prueba no para-
mítrica de Mann-Whitney para las
variables donde se apreciaron dife-
rencias significativas, desaparecie-
ron las existentes para el peso abso-
luto de riáón izquierdo de las hem-
bras, asú como para el peso relativo
de ovario .

Teniendo en cuenta que el pro-
ducto evaluado es un alergeno, y que
su acción fundamental es sobre los
órganos del sistema linfoide ; las di-
ferencias encontradas, tanto en peso
absoluto de órganos, como en su re-
lación con el peso corporal no tienen
significación biológica .

CONCLUSIONES
La aplicación del extracto alergí-

nico del Blomia, tropicalis en ratones
a una dosis de 166,6 UB, no produce
alteraciones en el peso corporal, quú-
mica sanguúnea ni en el consumo de
agua y alimento . Los efectos negati-
vos observados, leucopenia severa y
lesiones en el ñrea de aplicación, no
permite descartar la relación de es-
tos con el biomodelo, la dosis y la for-
mulación, aunque es evidente la
mayor incidencia en el grupo trata-
do .

Anatomúa patológica
Como hallazgos macroscópicos,

en ambos grupos, se observaron
ñreas de hemorragia en el sitio de
aplicación, que al parecer estaban
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Tabla 2. Resultados correspondientes a la determinación de los indicadores de quúmica sanguúnea .

Controles
Sexo n Creatinina

(mg/dL)
Proteúnas totales

(g/dL)
Acido érico Glucosa Nitrógeno ureico

(mg/dL)
H 10 0,32 ∎ 0,06 6,16 ∎ 0,36 5,33 i- 0,92 137,50 ∎ 90,37 79,70 -1' 14,52

M 10 0,44 ∎ 0,11 6,12 ∎ 0,34 4,91 ∎ 1,68 94,40 ∎ 19,53 120,20 ∎ 33,33

Tratados
H 10 0,35 ∎ 0,06 6,43 ∎ 0,33 3,43 ∎ 1,17 120,60 ∎ 35,36 87,10 ∎ 20,81

M 10 0,45 ∎ 0,05 6,60 ∎ 0,39 3,39 ∎ 1,04 137,80 ∎ 32,87 179,10 ∎ 35,66

Sexoln Organo Control

	

Tratado
Peso del órgano/peso corporal

(%)
Corazón 0,54 ∎ 0,05 0,62 ∎ 0,06

Pulmones 0,83 ∎ 0,06 0,88 ∎ 0,08

Timo 0,28 ∎ 0,07 0,31 ∎ 0,07

Bazo 0,50 ∎ 0,09 0,45 ∎ 0,09

H/10 Húgado 5,40 ∎ 0,34 5,86 ∎ 1,51

Riáón izquierdo 0,73 ∎ 0,06 0,72 ∎ 0,09

Riáón derecho 0,74 ∎ 0,05 0,72 ∎ 0,07

Ovarios 0,10 ∎ 0,02 0 .13 ∎ 0,02

Encífalo 1,89 ∎ 0,14 2,12 ∎ 0,14

Corazón 0,56 ∎ 0,06 0,67 ∎ 0,10

Pulmones 0,76 ∎ 0,11 0,80 ∎ 0,06

Timo 0,25 ∎ 0,05 0,23 ∎ 0,05

Bazo 0,45 ∎ 0,07 0,42 ∎ 0,05

M/10 Húgado 5,67 ∎ 0,56 5,88 ∎ 0,29

Riáón izquierdo 0,85 ∎ 0,11 0,92 ∎ 0,10

Riáón derecho 0,92 ∎ 0,13 0,92 ∎ 0,13

Testúculos 0,41 ∎ 0,05 0,44 ∎ 0,15

Encífalo 1,69 ∎ 0,12 1,70 } 0,05
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TEMATICAS :
Energúa y medio ambiente .
Gestión ambiental.
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CUOTA DE INSCRIPCION : 200,00 USD . Se pagarñ en el momento de la acreditación en el evento .

COMIT— ORGANIZADOR : Dr. Andrís Olivera Ranero .

TEL—FONO: (53) (422) 81630/ 81194 . FAX: (53) (422) 22113/ 81608 . E-MAIL : candidoq@udv.etecsa.cu
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TEL—FONO: (53) (7) 326645 . FAX: (53) (7) 553523 . E-MAIL : autisd@usa .net
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