Hipersensibilidad a los antigenos del Trichophyton rubrum
en podologos atopicos y no atopicos
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RESUMEN

Antecedentes: La podologia y la manicuria incor-
poraron en la dltima década nueva tecnologia para
mejorar sus resultados y acortar los tiempos de sus
tratamientos.

Asi, estos profesionales se exponen a inhalar par-
ticulas muy pequefnas contaminadas por patégenos
que parasitan alas ufas o por sustancias quimicas in-
volucradas en su quehacer diario.

Se estudié la respuesta inmune al hongo
Trichophyton rubrum (Tr) en podélogos atdpicos y no
atépicos que sufrian empeoramiento sintomatico la-
boral.

Métodos y resultados: Luego de una minuciosa
historia clinica se valoraron los niveles séricos de las
IgE totales y especificas anti- Tr y se realizaron prue-
bas cutaneas inmediatas y tardias con un extracto del
hongo y con extractos convencionales para asegurar
el estado atopico del paciente.

Ante la negativa de los pacientes de realizarse la
prueba de provocacién bronquial con el Tr se desa-
rrollé un modelo de aerosolizacién crénica en coba-
yos valorando la sintesis de anticuerpos especificos y
las lesiones pulmonares inducidas.
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En los pacientes atépicos las pruebas cutaneas in-
mediatas fueron positivas al Tr al contrario de los
no-atopicos, mientras que ambos grupos mostraron
reacciones tardias a las 48 hs. Los cobayos aerosoli-
zados con Tr sintetizaron anticuerpos especificos y
produjeron lesiones pulmonares compatibles con
una neumonitis por hipersensibilidad.

Conclusion: Los podologos atépicos estan ex-
puestos a inhalar particulas micéticas de Tr que po-
drian empeorar su rinitis-asma y ain generar un fe-
némeno inflamatorio pulmonar crénico de mayor
envergadura.

Palabras clave: Trichophyton rubrum. Podélogos.
Rinitis-asma. Atépicos. IgE e IgG especificas
anti-Trichophyton. Neumonitis por hipersensibilidad.

Hypersensitiviy to Trichophyton rubrum
antigens in atopic and non-atopic podiatrists

SUMMARY

Background: Podiatrists as well as manicurists are
exposed to inhale nail dust contaminated with my-
cotic particles when filing and burring the onychomy-
cotic nails of their patients.

As some of them with atopic background suffered
worsening of their symptoms we decided to study
the immune response to the fungus Trichophyton
rubrum (Tr) that was isolated from the nail dust ob-
tained from the podiatrists office.

Methodology and results: A detailed clinical re-
cord, intracutaneous skin tests with a extract of Tr
and the serum levels of total and specific IgE were
performed in rhinitis-asthma as well as control pa-
tients.
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As the asthmatic group refused to perform the
challenge bronchial test with Tr we developed a gui-
nea pig experimental model with daily aerosolization
of Tr during 12 weeks studying the levels of specific
IgE and IgG as well as the lung’s histopathology.

Atopic patients showed positive immediate skin
tests with Tr and both groups revealed delayed hy-
persensitivity to the antigen.

RAST-IgE-anti-Tr and RAST-inhibition confirmed
the specificity of the antibodies.

Guinea pigs also synthetized IgG and IgE anti-Tr
and suffered different degrees of lung lesions simi-
lar to those of hypersensitivity pneumonitis.

Conclusion: Atopic podiatrists are exposed to fun-
gal allergens that may participate or aggravate their
previous respiratory conditions.

Key words: Trichophyton rubrum. Podiatrists. Atopic
rhinitis - asthma. Specific IgE and IgG
anti-Trichophyton. Hypersensitivity. Pneumonitis.

INTRODUCCION

La tinea ungueum o tifa de las ufias u onicomico-
sis es mas frecuente en las ufias de los piés siendo
los agentes mas importantes, Trichophyton menta-
grophytes, T. rubrum, T. tonsurans, y, a veces,
Microsporum 'y Epidermophyton. Es poco frecuente
en los nifos, pero lo es mas en los varones que en
las mujeres.

Las lesiones afectan el borde distal de la una que
pierde brillo, se opaca, aparecen estrias, se torna
amarillenta, quebradiza y gruesa; no duele ni picay
determina una alteraciéon estética manifiesta.
Ocasionalmente afecta a las ufas de las manos.

Las infecciones de la piel y de las ufias se diag-
nostican en forma directa mediante la disolucién en
KOH al 10 % del material obtenido por el raspado
de la piel o de las uias y la busqueda de hifas hiali-
nas, ramificadas y tabicadas entre las células cérne-
as. Estas muestras pueden cultivarse ulteriormente
en agar-Sabouraud para su mas certera identifica-
cion™ 13,

La pedicuria, y por extension la manicuria, son pro-
fesiones que tratan habitualimente de modificar alte-
raciones estructurales o estéticas de las ufias. La
tecnologia ha provisto una serie de aparatos que fa-
cilitan el raspado de dichas ufias para mejorar diver-
sas situaciones clinicas que aquejan a ciertos pacien-
tes. El empleo de pequefios tornos de alta velocidad
genera una nube de “polvillo ungueal” que, ademas
de la queratina, puede propagar microparticulas mi-
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céticas provenientes de las ufias parasitadas por al-
guna de las especies de dermatofitos sefialadas con
antelacion'+s,

En podélogos atépicos se puede generar asi una
nueva forma de enfermedad profesional basada en
un mecanismo inmunopatolégico desencadenado
por la inhalacién repetitiva de un determinado anti-
geno del habitat.

En el presente trabajo, se exponen los datos ob-
tenidos en una pequefia poblaciéon de podélogos
constitucionalmente alérgicos que elaboraron una
respuesta inmune especifica a los antigenos de
Trichophyton rubrum (Tr) (Fungi Imperfecti, clase
Deuteromycete, subclase Hyphomycete, orden
Moniliales, familia Moniliaceae, género Trichophyton)
aislado de las uiias de algunos pacientes y que ex-
perimentaban empeoramiento sintomatico después
de las sesiones de raspado e inhalacion del material.

Fue seleccionado un grupo control de podélogos
no alérgicos y sometidos al mismo ambiente que no
evidenciaron empeoramiento sintomatico después
de las sesiones laborales.

Asimismo, se desarrollé un proyecto experimental
en cobayos sometidos a la inhalacién cronica de los
antigenos de Tr para valorar la respuesta inmunopa-
tologica en estos animales dadas las limitaciones éti-
cas para realizar pruebas en los pacientes afectados.

MATERIAL Y METODO
Pacientes

Para el grupo experimental, se seleccionaron
7 poddlogos, varones con edades comprendidas en-
tre los 28 y 42 anos, con antecedentes familiares y
personales de atopia con reactividad a varios
aero-alergenos y que padecian de rinitis perenne y
de asma bronquial segun los criterios de la
American Thoracic Society, y que referian empeo-
ramiento sintomético franco después de sus activi-
dades profesionales.

No obstante emplear mascarillas o barbijos ade-
cuados al realizar el pulido de las ufias de los piés, es-
tos podélogos atribuian al “ polvillo ungueal” su em-
peoramiento sintomatico que, por otra parte, se
aliviaba espontaneamente los fines de semana o en
los periodos de vacaciones cuando interrumpian sus
maniobras profesionales especificas. Ademas incre-
mentaban el consumo de sus farmacos habituales,
tanto para la rinitis como para sus episodios de bron-
coespasmo, en ausencia de infecciones nasosinusa-
les o bronquiales evidentes.

Por su parte, fue seleccionado un grupo control de
otros 7 podédlogos, 6 varones y una mujer, con eda-
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des comprendidas entre los 25 y los 39 afios, que ca-
recian de antecedentes familiares y/o personales de
rinitis perenne y/o asma bronquial, con pruebas cu-
taneas negativas a los alergenos convencionales, y
que no experimentaban empeoramiento sintomatico
post-exposicién al “ polvillo” del mismo ambiente la-
boral que los atépicos.

Estos dltimos no padecian de ninguna otra enfer-
medad respiratoria ni estaban consumiendo medica-
cion antihistaminica o broncodilatadora alguna. Tan
solo sefialaron sequedad de bocay ligeras molestias
nasales como prurito e hidrorrea ocasional que no
requerian medicacién sintomatica y que eran tolera-
dos alo largo de la jornada laboral.

Ambos grupos de podélogos fueron valorados mi-
colégicamente para certificar si eran o no portadores
de unainfeccién cutanea que fuera excluyente.

Antigeno

Se tomaron muestras del “ polvillo ungueal” du-
rante los 5 dias de la semana laboral realizandose
una observacion microscépica en fresco, asi como,
el cultivo en agar-Sabouraud. Una vez obtenido el
crecimiento de las colonias se confeccion6 un ex-
tracto alergénico de acuerdo con la técnica de
Frugoni y Hansen que se utilizd en las testificaciones
cutaneas, en el RAST- alergeno- especifico, en la do-
ble difusion en agar de Ouchterlony y en el test de
Ovary-Bier'®. Se determiné la concentracién proteica
del extracto mediante la técnica de Bradford con el
proposito de adecuarla para las pruebas cutaneas y
la confeccidn de la fase sélida del RAST-alergeno-
especifico.

Pruebas cutaneas

El extracto de Tr fue esterilizado por un filtro
Millipore de 0,22 . y cada paciente recibi6 inocula-
ciones intradérmicas en la piel de la cara externa
del antebrazo con 0,025 ml del antigeno en una con-
centracion aproximada de 10 mcg de proteina pura
para la lecturainmediata (IgE dependiente) y con
0,10 ml (40 mcg) del mismo antigeno para la lectura
tardia de 48 hs (linfocito-macr6fago dependiente) en
el otro antebrazo. Los controles positivo y negativo
de las pruebas inmediatas fueron una soluciéon de
histamina 1/1000 y otra de solucion fisiolégica esté-
ril de pH 7,2.

Para las pruebas inmediatas que se leyeron a los
20 minutos se empleé la siguiente escala: sin reac-
cion=0;entrely4dmm=1+;entre5y9mm:2+;
entre 10y 14 mm: 3 +y masde 15mm =4 + de
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eritema- papula, mientras que para las pruebas tar-
dias leidas a las 48 hs, se valor6 el tamano de lain-
duracion producida y medida en milimetros con-
siderandose de significaciéon por encima de los
10 mm.

Radioinmunoensayos

La IgE sérica total se midi6 por el método del
PRIST y se valoré en KU/L (Kilo Unidades / Litro) mien-
tras que la IgE especifica anti-Tr se hizo por la técni-
ca del RAST y se midié en PRU/m| (Phadebas RAST
Units por mililitro) con un umbral de 0.35 PRU/ml (an-
tes clase 1).

El RAST- inhibicién para valorar la especificidad de
los anticuerpos IgE se desarrolldé segun el método
de Gleich empleando el extracto de Tr para la inhibi-
cion total y los extractos no relacionados de
Ambrosia tenuifolia, Lolium perenne vy
Dermatophagoides pteronyssinus como controles
de inhibicién parcial o nula'”2°.

Doble difusion en agar de Ouchterlony

Los sueros de todos los pacientes se emplearon
sin diluir y el antigeno de Tr se utilizo6 puro (13 mg/ml
de proteina-Bradford), y diluido 1/5y 1/10. Se realiz6
en cépsulas de Petri con lectura alos 7 dias y se fo-
tografiaron los resultados. Idéntico procedimiento se
utilizé con los 24 sueros de los cobayos aerosoliza-
dos con Try con PBS empleando sin diluir los sueros
y el antigeno'®.

Prueba de la anafilaxia cutanea pasiva
o test de Ovary-Bier

A cobayos virgenes de todo tratamiento de
250-300 g de peso, se les inyecté en la piel rasurada
del dorso 0,10 ml del suero problema concentrado y
diluido 1/10 y 1/100. Simétricamente, en la otra mitad
del dorso se inyecté igual volumen y diluciones del
suero normal de cobayo como control.

Los cobayos permanecieron en su habitat durante
24 horas, al cabo de las cuales se procedié a desen-
cadenar lareaccién. Luego de una fugaz anestesia
con éter etilico en una campana de vidrio, cada ani-
mal fue inyectado por via endovenosa en la safena
de la pata posterior con una solucién de 1 ml de azul
de Evans al 2% en PBS estéril mas 0,50 ml del Tr
concentrado mezclados en el momento de lainyec-
cion. El cobayo quedd en reposo por 30 minutos, y
luego se dispuso su sacrificio con éter etilico. Se di-
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seco la piel, se la aseguré por los bordes a una plan-
chade corcho y se valord, por su cara interna, la pre-
sencia de manchas azules en los sitios de inyeccién
de los sueros problema tomandose las fotos corres-
pondientes’®.

Animales de experimentacion

24 cobayos adultos de 250-300 g de peso, virge-
nes de todo tratamiento fueron aerosolizados du-
rante 12 semanas (84 dias) con el extracto de Tr.
Cada grupo de 6 animales fue colocado en una ca-
mara de vidrio de 6.000 cm?® que se conectaba a un
nebulizador ultrasénico que aerosolizaba en particu-
las de 3 p durante 30 minutos los 10 ml de una so-
lucion del antigeno compuesta por 1 ml del concen-
trado (13 mg) mas 9 ml de PBS esterilizados por
Millipore de 0.22 .

El grupo control de cobayos fue aerosolizado du-
rante igual tiempo con 10 ml de PBS estéril.

Semanalmente, una hora después de finalizada la
aerosolizacién, un grupo de 2 animales fue aneste-
siado, sangrado a blanco y extraidos sus érganos
para el estudio histopatolégico y fraccionados los
sueros y guardados en tubos a -20 °C. Idéntico pro-
cedimiento se desarrollé con los cobayos del grupo
control.

Histopatologia

Se realiz6 sobre cortes de tejidos (pulmon, rifdn,
bazo e higado) obtenidos de los cobayos experimen-
tales y de los controles. Los érganos se fijaron en for-
mol al 10 % luego de separar una parte de cada uno
de ellos para congelacion.

Cortes de un espesor de 3 . se montaron en pa-
rafinay se colorearon con hematoxilina-eosina, PAS y
azul de toluidinaal 1%.

Los cortes por congelacién se incubaron con anti-
cuerpos monoclonales anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19 y
anti-CD45 (antigeno comun leucocitario) todos ellos
diluidos al 1/200. (Sigma Chemical Co.), empleando
como sistema revelador el peroxidasa-anti-peroxida-
sa. Para neutralizar cualquier actividad de peroxidasa
enddgena, los cortes por congelacion se incubaron
con H,O,/metanol al 1% durante 30 minutos; se la-
varon con agua destilada y PBS y luego se volvieron
aincubar con suero de caballo normal al 1 % duran-
te 15 minutos para bloquear cualquier reactividad
inespecifica.

La evidencia histopatolégica de una alveolitis alér-
gica extrinseca se basé en el hallazgo del tripode
constituido por la bronquiolitis celular, los infiltrados
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intersticiales y los granulomas solitarios no caseosos.
También se valor6 la presencia de células gigantes
multinucleadas, de células espumosas intraalveola-
res, de neumonia organizada, de bronquiolitis oblite-
rante y de fibrosis intersticial, siendo asi clasificada
la intensidad de la inflamacion desde 1 + hasta 5 +,
tal como se publicé oportunamente. Se tomaron mi-
crofotografias con un fotomicroscopio Unic con au-
mentos de 100x , 400x y 1000x con una pelicula
Kodak-color de 100 Asa.

RESULTADOS
Pruebas cutaneas

Los atépicos evidenciaron reactividad inmediata al
Tr en 6/7 de ellos mientras que 5/7 exhibieron res-
puesta tardia con induraciéon = 10 mm. Los controles
no experimentaron ninguna reactividad inmediata y
s6lo 3 poddlogos mostraron una induracién = 10 mm
(tablal).

Radioinmunoensayos

Las IgE séricas totales (PRIST) del grupo atépico
se ubicaron entre 140 y 320 KU/L (promedio de
145 KU/L con un DE + 90 KU/L) mientras que el gru-
po no atopico evidencié valores entre 10 y 50 KU/L
(promedio de 25 KU/L con un DE £ 15 KU/L) y con
unap entre ambas poblaciones de 0,01.

Las IgE séricas especificas anti-Tr (RAST) del grupo
atopico mostraron niveles superiores a 0.35 PRU/m|
en 6 casos mientras que el grupo control no atépico
no mostrd ninguna IgE- anti- Tr = 0,35 PRU/m.

El RAST- inhibicion mostré un bloqueo del 90 %
con el Tr al incubar los sueros de los atépicos; al em-
plear Lolium perenne, Ambrosia tenuifolia y
Dermatophagoides pteronyssinus dicha inhibicion
nuncafue = 30%.

Tabla |

Reactividad cutanea inmediata al Tr en atdpicos
y no atdpicos (significacion = 2+)

Atdpicos (n=7) No atdpicos (n=7)

Negativos 1t 2+ 3* 4* Negativos 1+ 2°

Sol. fisiol. pH 7.2 7
Histamina 1/1000 0
Trichophyton rubrum 0

7

- O o

0 00 00
1 2 4 0 7
3 30 00
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Tabla Il

Respuestas a la aerosolizacion de los cobayos con Tr

Respuesta humoral
Semanas Histopatologia pulmonar
Test de Ouchterlony Test de Ovary-Bier
12 Negativo Negativo Aspecto normal
2 Negativo Negativo Aumento del mucus en la luz bronquiolar

32 Negativo Negativo Zonas aisladas de descamacion epitelial

42 Negativo Negativo Bronquiolitis celular linfoplasmocitaria de variada intensidad

52 Negativo Negativo en bronquiolos y sacos alveolares

62 Negativo Negativo Abundante infiltrado intersticial con macréfagos, LTCD4 y LTCD8

72 Negativo Negativo en proporciones equivalentes

82 + Negativo Paredes alveolares engrosadas; deteccion de células espumosas,

92 + Negativo gigantes y epitelioides
102 + + Aparicién de granulomas solitarios no necrotizantes distribuidos al azar
112 + + en el parénquima; incremento de LTCD8; hiperplasia e hipertrofia
122 + + del epitelio alveolar con engrosamiento de sus paredes.

Doble difusion en agar de Ouchterlony

S6lo 3 sueros atopicos poseian precipitinas mien-
tras que entre los no atépicos sélo se detect6 una
positividad. Los sueros de los cobayos poseian preci-
pitinas a partir de la 82 semana hastala 122 semana
siendo negativas en el grupo control.

Anafilaxia cutanea pasiva o prueba de Ovary-Bier

Se demostraron anticuerpos citofilicos desde la
102 semana en el grupo de cobayos aerosolizados
con Tr no asi en el grupo control.

Histopatologia

No se observaron lesiones en los pulmones, rifio-
nes, bazo e higado de los animales controles aeroso-
lizados con PBS (tabla Il).

En el grupo experimental, tampoco se observa-
ron cambios pulmonares durante las 2 primeras se-
manas de aerosolizacién; no obstante, el epitelio
permanecié intacto con escaso exudado en la luz
bronquiolar, y, a partir de la 32 semana se observé
una bronquiolitis celular con predominio linfoplas-
mocitario.

El infiltrado intersticial vari6 desde moderado has-
ta denso (2 +) con engrosamiento de las paredes al-
veolares incrementandose desde la 62 hastala 92 se-
manas con un equilibrio entre los LTCD4 + y los
LTCD8 + y una menor cantidad de LB-CD19 +.

Desde la 102 semana hasta el final del experimen-
to, las lesiones pulmonares empeoraron progresiva-
mente con infiltrados ricos en LTCDS8 + y la aparicion
Allergol et Immunopathol 2003;31(2):70-6

de los granulomas solitarios no caseosos (3 +y 4 +)
(figs. 1y 2).

El anti-CD45 fue positivo alrededor de los granulo-
mas solitarios y de los infiltrados que engrosaron las
paredes alveolares y bronquiolares.

El azul de toluidina no puso de manifiesto la pre-
sencia de células metacromaticas (mastocitos) tan-
to en los pulmones del grupo experimental como del
control.

Latécnica del PAS evidencié un engrosamiento de
las membranas basales, especialmente, en los pul-
mones y en los riflones.

DISCUSION

El empeoramiento sintomatico de podélogos atépi-
cos que sufrian de rinitis perenne y de asma bronquial
podria ser atribuido a numerosas causas tanto alerge-
no dependientes como irritativas no especificas.

La coincidencia del empeoramiento con una acti-
vidad profesional determinada, y por el contrario,
el mejoramiento llamativo durante los fines de se-
manay las vacaciones nos indujo a pensar que pu-
diera existir una relaciéon causa-efecto entre ambos
hechos.

Por ello es que ademas de valorar la incidencia de
los aero-alergenos clasicos (v.g. acaros, blatidos, hon-
gos anemoéfilos y pélenes) parecié de interés anali-
zar el comportamiento de posibles alergenos del ha-
bitat laboral de los afectados.

Se tomaron muestras del “ polvillo ungueal” incul-
pado por los enfermos y se valor6 la presencia de
hongos en dicho material teniendo en cuenta la par-
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ticipacion de los mismos en las neumonitis por hiper-
sensibilidad y en la rinitis y el asma alérgicas.

Al detectar crecimiento micético en los medios
de cultivo e identificarse a un dermatofito como el Tr
como contaminante del “ polvillo ungueal” se decidi6é
valorar la incidencia de este hallazgo en la respuesta
inmune de los pacientes.

Al diagnosticar in vivo e in vitro la presencia de una
IgE especifica anti-Tr en el grupo atopico sintomatico
(6 +/7) se asumié que ella podria jugar un papel en
el empeoramiento sintomatico de los pacientes
mientras que el grupo control no atépico no reveld
ninguna reactividad reagino-dependiente.

Se probd también que las precipitinas-IgG estan
presentes en casi el 50 % de la escasa poblacion es-
tudiada (3 + /7) lo cual permitiria sospechar la posible
coexistencia de un cuadro de neumonitis por hiper-
sensibilidad que modificaria la presuncién diagnosti-
cainicial de rinitis/asma alérgicas mientras que el
grupo no atépico tan sélo revel6 un caso con anti-
cuerpos precipitantes.

Ante esta situacién y evaluando las limitaciones
éticas y metodologicas para llevar adelante las prue-
bas desencadenantes bronquiales (challenge) que
posibilitarian obtener graficos ilustrativos de la caida
del VEF1 asi como de células del BAL para analizar la
activacion de las mismas valorando su tipificacion al
igual que la produccién de citocinas proinflamatorias
parecié de interés realizar un modelo experimental
en cobayos que emulara las condiciones inhalatorias
de los pacientes y permitiera especular sobre su in-
cidencia sobre el tejido pulmonar.

En este caso, se detectaron anticuerpos especifi-
cos precipitantes (IgG) y citofilicos (IgE) inducidos por
la aerosolizacion crénica y diversos grados de lesion
pulmonar con unarica citodindmica inmunolégica e
imagenes compatibles con una neumonitis por hiper-
sensibilidad mas que con un asma alérgico.

La relacion entre hipersensibilidad a hongos ane-
mofilos y sintomas respiratorios en sujetos atopicos
estd solidamente documentada en la bibliografia in-
ternacional.

En el pasado hemos desarrollado algunos estudios
al respecto resaltando los muy inteligentes aportes
de los pioneros de la especialidad en la Argentina?'%,

Este podria ser el primer hallazgo documentado
fehacientemente de hipersensibilidad IgE depen-
diente en podélogos atépicos a antigenos micéticos
(Tr) adquiridos por su actividad profesional y no por in-
feccion propia y se podria constituir en una llamada
de atencion para una profesion que presenta riesgos
con su practica diaria, en especial, para los portado-
res de una predisposicion genética atopica.

El escaso numero de pacientes no permite con-
cluir en forma estadisticamente satisfactoria la valo-
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Figura 1.—Se observan alvéolos y tabiques pulmonares infiltrados
por células mononucleadas que alteran su estructura. HE, x 400
(122 semana).

Figura 2.—Intenso infiltrado mononuclear del saco y tabique alve-
olar con células espumosas (foamy). HE. x 1.000 (122 semana).

racién realizada, pero se constituye en un hito para
profundizar y ampliar el estudio de la reactividad in-
munolégica de los podélogos (y de las manicuristas)
en el marco de su actividad y como una eventual en-
fermedad profesional de origen inmunopatolégico
tanto para antigenos micéticos como para otros rela-
cionados con la estructura ungueal y las sustancias
quimicas utilizadas. ;Se esta en presencia de una
nueva entidad equivalente a la ABPA o aspergilosis
broncopulmonar alérgica o a la CBPA o candidiasis
broncoplumonar alérgica en portadores de haplotipos
HLA diferentes y caracteristicos para su enfermedad
tal como se probé para los atopicos en los cromoso-
mas 5, 6,11 y 127?. Estudios mejor planificados y més
numerosos permitiran aclarar estas dudas.
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