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1. RESUMEN

Existe una gran varedad de seroalergencs atmosféncos, los cuales son capaces de sensibilizar e
inducir repuestas mmunes alérgicas en pacientes atopicos, produciendose anticuerpos del tipo IgG, e IgE,
dando como resultade una respuesta mmune de Hipersensibilidad tipo | Debado a su importancia en Salud
Publica v a que una gran proporcion {30%) de pacientes atopicos son sensibles a este tipo de alergenos, nos
propusimos caracterizar las principales proteinas alergemicas presentes en Dermatophageides plerinyssins
{acaro del polvo), Fraxinuy americona (polen del fresno) v Helianthuy anmey (polen del girasol), mediante
anilisis de geles de poliacnlamida en presencia de dodecil sulfato sodico (PAGE-SDS) e
Inmunpelectrotransferencia (1ET). Para este fin se extrajeron las proteinas con acetona al 100% a partir. de
extractos de alergenos gheennados (Lab. Aphi 5. A de C V), v 52 cuantificaron por ¢l método de Lowry,
obteméndose las siguientes concentraciones para el lote utilizado: 2 preromyssimes T.05 ugful, ¥ americana
B8 ug/ul v Helionthus anmes 560 pgful. En el analisis de IET se utilizaron sueros de pacientes atdpicos con
resuftado positivo en pruebas cutineas intradérmicas (PC1) para los alergenos antes mencionados (20 sueros
positivos v 20 sueros negativos), asi como un conjugado anti-lpls totales acoplado a peroxidasa v anti-lgEs
acoplados a peroxidasa v fosfatasa alcalina Los anahsizs de IET realizados con anti-lgGs mostraron
polipeptidos reconocidos por el suwero de los pacientes atopicos con pesos moleculares de 83 (75%), 74
(75%), 44 (15%), 14 (10%) vy 29 (5%) KDa cuando se utilizo /2 preromyasinus. Para el caso de I
americana los polipéptidos reconocidos fueron de 57 (25%), 42 (15%) v 14 (5%) KDa y para 4. anmuy se
reconocieron pohipeptidos de 27 (20%), 36 (10%) y 14 (5%). En el indice de concordancia de kappa (x) se
obtuve un valor de 0 844 para el acaro, y un valor de 0 593 tanto para ¢l polen del fresno como para el
girasol. Los ensayos realizados con anti-lgEs por métodos colonmétncos no permitic diferenciar entre sueros
pasitivos y negativos. Debido a esto se realizaron ensayos de IET con un sustrato quimolummiscente que
permitiera un mayor poder de resolucion, encomtrande para el polen de F americana polipéptidos
reconocidos de 14, 29, 34, 42, 48 y 63 KDa. Estos resultados no son representativos ya que unicaments se
utilize una proporeién de los sueros (8) v resulta necesano contnuar con la estandarizacion de la téemica
Aungue la respuesta de anticuerpos contra proteinas alergénicas es generalmente del isatipo IgE, observamas
respuesta de pacientes alergicos a nivel de IgGs totales, contra antigenos de extractos de /2 preronyxsiny,
I americana y H. annus. Los polipéptidos reconocidos por las 1gGs de los individuos atopscos analizados se
encuentran dentro del rango de proteinas de alergenos repontadas en individuos atopicos de otros paises



2. INTRODUCCION

2.1 RESPUESTA INMUNE

Un individuo sano se protege contra antigenos exirafios mediante diferentes
mecanismos; dichos mecanismos pueden incluir barreras fisicas v quimicas, células
fagociticas, etc. Todos estos mecanismos se encuentran antes de que se halla tenido
contacto con el antigeno y en general no hay discnminacion entre las sustancias extrafias,
por lo que en conjunto reciben el nombre de Inmunidad Natural. Existe otro tipﬂ.d'l:
inmunidad la cual se induce o estimula por la exposicion a sustancias extrafias, pero en
este caso ocurre de manera especifica y en cada contacto con el antigeno se incrementa su
capacidad defensiva. A dicha inmunidad se le conoce como Inmunidad Especifica. Una
vez que un individuo ha sido expuesto a un antigeno extrafio, se dice que ha sido
inmunizado, por lo que adquiere una Inmunidad Activa. Debido a que este tpo de
inmunidad especifica puede ser transfenda de un organismo a otro mediante células o
moléculas en el suero, existe ademas el concepto de Immunidad Pasiva, o inmunidad
transferida ( Abbas er.al 1994, Roitt, 1994 Stites; 1994,

Dependiendo de los componentes del sistema inmune que medien la respuesta, la
respuesta inmune especifica se clasifica en dos tipos (Abbas er. al. 1994);
* Inmunidad Humeral.- ¢s mediada por los acs (anticuerpos) y por una sene de moléculas

producidas por los linfocitos B, los cuales son los responsables del reconocimiento y

eliminacién de antigenos.
* Inmunidad Celular.- como su nombre lo dice es mediada por células como los linfocitos
T. Esta respuesta se da principalmente contra microorganismos intracelulares, provocando
su destrucciém o la lisis de las células infectadas.

Ambos tipos de inmumdades (humoral v celular) thenen ciertas caracteristicas
fundamentales tales como:



1) Inducibilidad - el desencadenamiento de la respuesta inmune requiere de la exposicion
del sisterna inmunitario del huésped a la sustancia extrafia.

2) Especificidad - las células o moléculas efectoras de la respuesta inmune reconocen con
una extraordinana selectividad a las sustancias que indujeron su produccion (antigenos)

3) Memoria- El pnmer contacto con el antigeno desencadena una respuesta inmune que
tiene una magnitud determinada v que requiere de un periodo relativamente largo (7 a 1]
dias) para alcanzar su punto méximo. Un segpundo contancto resulta en una respuesta que
se caracteriza por una magnitud mucho mayor alcanzado en un periodo sensiblemente
menor (4-5 dias).

4) Transferibilidad - las células o moléculas efectoras pueden ser transferidas de un
individuo inmune a uno que no ha estado en contacto con el antigeno. El individuo
receplor se comporta, con consecuencia de esto, como un organismo inmune durante un
lapso de duracion vanable (1-6 meses)

5) Heterogeneidad - la respuesta inmune se caracteriza por la produccion de una gran
diversidad de moléculas y/o células capaces de reconocer porciones defimidas de la
molécula del antigeno (determinante antigénico).

Una vez que se reconoce al antigeno, los hinfocitos se activan desarrollando los
mecamsmos fisiologicos de respuesta que llevaran a la eliminacién del antigeno, mediante
las fases que se describen a continuacion (Abbas er al 1994; Roitt, 1994)

1) La fase de reconocimiento.- consiste en la unidn de los antigenos extrafios a los
receptores especificos de los linfocitos T maduros existentes antes de la estimulacion
antigénica con las células B diferenciadas a células plasmaticas, las cuales comienzan a
expresar acs en su superficie que pueden umir a los antigenos. Los linfocitos T,
responsables de la inmunidad celular, expresan receptores que reconocen solo pequeiias
secuencias de proteinas antigénicas.

2) La fase de activacidn- la activacion de los linfocitos T requiere de dos sefales. la
primera es la que da el antigeno, y la segunda es dada por las células accesorias. Esta

activacion involucra a la secuencia de cambios que se inducen en los linfocitos como



consecuencia del reconocimiento antigénico. Asi, al mcio los linfocitos comienzan a
proliferar, permitiendo la expansion de clonas que reconocen al antigeno con lo que se
amplifica la proteccion. El otro cambio es que los linfocitos B se convierten en celulas
secretoras de acs, que umirdn al antigeno y lo elmunaran. Algunos linfocitos se
diferenciaran para fagocitar o para hisar células infectadas.

3) La fase efectora.- en ésta fase participan las células efectoras que eliminan al antigeno,
en conjunto con otros tipos celulares no linfoides y los mecanismos de defensa que operan
en la inmunidad natural. Por ejemplo, una vez que los acs se unen a los antigenos se
incrementa la fagocitosis por los neutrofilos sanguineos y los macrofagos. Los acs también
van a activar al sistema de proteinas plasmaticas conocidas como complemento, que
participaran en la fagocitosis v en la lisis celular, Dichos acs también pueden estmular la
degranulacién de las células cebadas, que ayudarin a combatir infecciones y al ser
degranuladas liberardn compuestos de respuesta inflamatoria. Los hinfocitos T activados
secretardn proteinas, llamadas citocinas, que incrementaran la fagocitosis v estimularan las

respuestas inflamatoria,

2.2 RESPUESTA INMUNE EN LA ALERGIA

La respuesta inmune alérgica hacia un antigeno determinado (alergeno), es uno de
los desordenes inmunologicos mas comunes, que puede ocurrir en 1 de cada 10 personas
(Quan,1994). Los trabajos de Portier y Richet en 1902, establecieron que la respuesta
inmunologica puede ser dafiina, naciendo el concepto de Hipersensibilidad. Von Pirquet en
1906 acufia el término de Alergia (Heméndez, 1987), el cual dentro de la clasificacion de
Gell y Coombs se agrupa dentro de las reacciones de Hipersensibilidad tipo 1, la cual
ocurre en un 10 a 30% de la poblacion general (Abbas, er. @l 1994). En la respuesta
mmune de las enfermedades alérgicas, participan los mismos mecanismos efectores de
reconocimiento y presentacion antigémica, inmunidad celular v humoral involucrados en

los mecanismos de defensa activados por patégenos microbianos.



El fenémeno alérgico ocurre cuando un individuo es expuesto a un alergeno
generandose una respuesta inmune, referida como sensibilizacién (Figura 1). La dosis a la
que se estuvo expuesto, la ruta de exposicion, el tipo de particula y la predisposicion
genética del individuo, determinaran la magnitud de la respuesta hacia el alergeno
(Paul,1993). Una vez que ocurre la sensibilizacion, el individuo permanecera asintomatico
hasta que tenga nuevamente exposicion al alergeno con el que fué sensibilizado,
desarrollandose la fase efectora en la cual el alergeno reaccionara con acs especificos o
con linfocitos T efectores. Ambos mecanismos seran los reponsables de producir los

sintomas y signos de la reaccion alérgica (Stites,1994; Abbas er. al. 1994) (Figura 2) .

o
o
CPA = %45

FASE DE SENSIBILIZACION Rimgass

1ra. exposicién

Cel plasmatica

\ Y Y Y Anticuerpos

Figura 1. Papel del sistema inmunc en la alergia. Fase de sensibilizacion.- La reacciéon ocurre por la primera
exposicion con.un alergeno, en donde se provoca el cambio de un estado desensibilizado (no-alérgico) a un estado

sensibilizado (alérgico). También se induce la sensibilizacion de linfocitos T y la produccion de acs. Modificado de
Stites, 1994,

Cuando ocurre una respuesta alérgica existe localizacion y migracion de las células
inmunocompetentes hacia los diferentes tejidos, las células se adhieren al endotelio para
después movilizarse hacia el tejido blanco, ocurriendo ademas un proceso de adhesion
intercelular. Las moléculas responsables de estos procesos son las moléculas de adhesion

(MA), ubicadas en la superficie celular y agrupadas en familias en base a sus analogias



estructurales. El primer grupo es la superfamilia de inmunoglobina (1), la cual agrupa MA
con dominios parecidos a los de la lg, entre cllas tenemos a 1ICAM-1 (Molecula de
adhesion intercelular-1), VCAMI1 (Molécula de adhesion de células vasculares-1), N-
CAM (Méblecula de adhesion celular para neutrofilos), LFA-3 (Factor de adhesion de
linfocitos-3), CD2 y CD28. El segundo grupo es el de las Integrinas, formadas por
heterodimeros de cadenas a y (. En el tercer grupo tenemos a las Selectinas L, E y P, las

cuales tiene un dominio parecido a la lectina en la porcién amino terminal (Canonica el
afl. 1994).

2.2.1 MECANISMOS INMUNOLOGICOS INVOLUCRADOS EN LA ALERGIA
Existen 3 mecanismos inmunologicos involucrados en la alergia, dichos

mecanismos se mencionan a continuacion (Tabla 1, Figura 2):

1) Mediada por la interaccién de lgE-células cebadas - Cuando se producen los acs IgE-
alergeno especificos estos se unen a las células cebadas y basofilos por medio de sus
receptores de alta afinidad. Asi cuando pequefias cantidades del alergeno mgresan al
organismo y s¢ uneén a €stos acs ocurren entrecruzamientos de los receptores de alta
afinidad para IgE vy alteraciones en la membrana celular, por lo que la células cebadas se
degranulan. Esto da como resultado la liberacion de mediadores inflamatorios como:
histamina, leucotrienos, factores quimioticticos, factor activador de plaquetas, proteasas,
prostaglandinas, etc. Estos acontecimientos ocurren en los primeros 15-30 minutos después
de la exposicion al alergeno, por lo que se denomina respuesia inmediaia. El periodo
comprendido entre las 6 y 12h después del reto, el cual ocurre con participacion celular, ¢s
caractenzado por la presencia de inflamacion v es conocida como respuesia lardia,  Esle

mecanismo es el responsable de las enfermedades atopicas, anafilaxis v urticana.



2) Mediada por los acs IgG o 1gM - Los acs 1gG o 1gM pueden formar complejos con los

alergenos (cuando se encuentran en grandes cantidades), dichos complejos son capaces de
causar inflamacion en el tejido debido a la activacion de la via clasica del complemento,
por medio de los receptores Clq para la porcion Fe de los acs antes mencionados. Una vez
activado ¢l complemento se producen anafilatoxinas (C3a, C5a, Cda) y péptidos
quimiotacticos, que incrementan la permeabilidad vascular v la infiltracion de neutrofilos
que son capaces de liberar moléculas inflamatorias y productos téxicos del metabolismo de
oxigeno. Por medio de las anafilatoxinas también se pueden reclutar vy activar los
macrofagos contmbuyendo asi al proceso inflamatorio v al dafio del tejido.

3) Mediada por linfocitos T efectores v citocinas.- en este tipo de mecanismo existe
participacién de linfocitos T efectores que tienen un fenotipo CD4+ del tipo Th2, segim la

clasificacion de Mosmann en ¢l afio de 1986, Cuando ¢l linfocito encuentra un alergeno
reacciona con €l, se activa y genera citocinas, como la IL-4, IL-5 e IL-10 principalmente,
las cuales actuarin sobre una amplia vaniedad de blancos celulares como macrofagos,

células cebadas, linfocitos, ete, produciendo la cascada alérgica.

2.2.2 ATOPIA

El concepto de atopia fué introducido por Coca v Crooks en 1923 para un grupo de
padecimientos con caracter hereditario multifactorial. El término atopia se refiere a un
desorden predeterminado genéticamente en el cual se incrementa la habilidad de los
linfocitos B para producir acs del tpo IgE contra antigenos comdnes o nocuos. En un
individuo no atbpico, se sintetizan acs del tipo 1gM o 1gG y pequefias cantidades de IgE
contra dichos antigenos. Por otro lado, en los pacientes atbpicos los niveles séricos de 1gk-
alergeno especificos se elevan considerablemente (1000 ug/ml) en comparacion con los
niveles de individuos no atdpicos (1 pg/ml) (Abbas et al 1994). Una vez producidos los
acs IgE para los antigenos externos (alergenos), se encargaran de estimular a las células

blanco (cebadas y basofilos), en la mucosa respiratoria o gastrointestinal, para que liberen
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mediadores inflamatorios, los cuales seran responsables de la produccion de las respuestas
inmediata y tardia observadas en las respuestas alérgicas. Se ha sugerido que los acs de la
subclase IgG, también se pueden fijar a las células cebadas y basofilos, aunque con menor
afinidad que los del tipo IgE, por lo que se piensa que también pueden inducir respuestas
alérgicas (Abba Terr et. al.1994).

1. Enfermedades alérgicas causadas por acs IgE y mediadores de cé€lulas cebadas.

a. Enfermedades atopicas

1. Asma alérgica

2. Rinitis alérgica

3. Dermatitis atopica

4. Gastroenteropatia alérgica
b. Enfermedades anafilacticas

1. Anafilaxis sistémica

2. Angioedema-urticaria

2.Enfermedades alérgicas causadas por acs 1gG o 1gM y activacion del complemento.

a. Enfermedad del suero

b. Neumonitis aguda por hipersensibilidad

3. Enfermedades alérgicas causadas por linfocitos T sensibilizados.

a. Dermatitis alérgica por contacto

b. Neumonitis cronica por hipersensibilidad

Tabla 1. Clasificacion de las enfermedades alérgicas basada en los mecanismos inmunologicos involucrados.
Tomado de Stites, 1994,
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Figura 2. Papel del sistema inmune cn la alergia. Fase efectora.- producida por la re-exposicion al alergeno con el
cual ocurri¢ la sensibilizacion. En esta fase el alergeno reacciona con acs especificos (IgG e IgE) y linfocitos T
efectores, produciendo la liberacion de los mediadores de la respuesta inflamatoria. Modificado de Stites, 1994.

El asma y la rinitis alérgicas son las manisfestaciones de atopia mas comunes,
mientras que la dermatitis atopica es menos comun y la gastroenteropatia es rara. Dos o
mas de éstas enfermedades alérgicas pueden coexistir en un mismo paciente al mismo
tiempo o a distintos tiempos (Abba Terr et. al.1994). Elliotson y Phoebos a principios del
siglo XVII establecen que en personas atopicas el polen, el pasto, el polvo y la caspa de
animales pueden actuar como irritantes (Castrejon,1991), de tal forma que la obstruccion
aérea puede ser disparada en estos pacientes por la inhalacién de un alergeno especifico
(Abbas et. al.1994). Cerca del 75% de los pacientes atopicos muestran pruebas cutaneas

positivas cuando se les inyecta uno o mas alergenos comunes (Deborg,1989;

Canseco,1991) (Tabla 2).

ALERGENO NUMERO DE CASOS PORCENTAJE
Polvo 34 97
Helianthus sp. 10 28.5
Fraxinus sp. 4 11.4

Tabla 2. Porcentaje dc pacientes asmaticos con prucbas cutdncas (intradermoreacciones) positivas para alergenos
comunes en ¢l Hospital General de México. Tomado de Canseco, 1991,
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En pacientes atbpicos, que son sometidos a un reto antigénico con el alergeno al
cual son sensibles, se provoca la aparicion de mediadores de respuesta inmune en la
sangre, orina y fludos broncoalveolares de las vias aéreas (Mc Fadden er. @l 1992), siendo
estos indicadores de un proceso alérgico. Usando estos parametros se ha podido establecer
que la constitucion de una alergia en el nifio, especialmente la alergia respiratona, depende
de factores como la exposicion v la predisposicion; esta altima caractenizada por la
hipersecresion de IgE alergeno-especifico (Tumer,1981). Tomando en cuenta estos
factores, se ha podido establecer que en general existe un 41% de antecedentes de atopia
familiar, lo cual habla del componente genético (Hernandez, 1987). Asi, se ha estmado que
40 millones de Norteamenicanos padecen enfermedades alérgicas v de éstos 8.9 millones
son asmaticos. También se ha comprobado que cerca del 90% de los asmaticos menores de
30 aflos tienen una etiologia alérgica, mientras que el 50% mayores de 40 afios son
alérgicos. En nuestro pais no se conoce con certeza la incidencia y prevalencia de las
enfermedades atopicas, pero algunos estudios mencionan que alrededor de un 10 a 15% de
la poblacion pediatrica tiene algin tipo de enfermedad alérgica (Mendez, 1989).

1.3 RESPUESTA INMUNE HUMORAL

2.3.1 ANTICUERPOS IgE

La estructura basica de los acs presenta dos cadenas ligeras (L) idénticas de 24
KDa y dos cadenas pesadas (H) idénticas de 55 a 70 KDa. Ambas cadenas tienen regiones
repetidas o unidades homdélogas de unos 110 residuos de aminoacidos que se unen en un
motivo globular formado de 2 capas de hojas beta-plegadas con 3 ¢ 4 cadenas de
pohipéptidos antiparalelos llamados dominios de la inmunoglobulina. Dichos dominios se
encuentran en senes repetidas en ambas cadenas de los acs, presentando secuencias de
aminodcidos especificos en todas las moléculas por lo que se han agrupado dentro de la
superfamilia de lg, existiendo la idea de que los segmentos de los genes que codifican para
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estos dominios estan relacionados con un gen ancestral. Esta superfamilia esta definida por
un grupo de proteinas con una secuencia de aminoacidos homologa hasta en un 15 %y la
cual es codificada por un solo exén (Abbas et. al. 1994; Roitt,1994).

En la porcion amino terminal los acs tienen una secuencia de aminoacidos llamada
region variable (V) y otra region denominada region constante (C) la cual es mas
conservada. Estas moléculas presentan tres porciones en la cadena pesada y otras tres en la
ligera altamente variables, los cuales se juntan tridimensionalmente para formar la zona de
unién al antigeno. A estas regiones se les conoce como regiones determinantes de la
complementaridad o CDRs (CDR1, CDR2 y CDR3). |

Los dominios ligero varible (VL) y pesado variable (VH) son conocidos como "Fab"
o fragmento de unidon al antigeno, y los dominios pesados constantes (CH) son el

fragmento "Fc" o fragmento constante el cual es cristalizable y puede unir al complemento

(Figura 3).
N
N
ﬁé } Porcion Fab
}Porcién Fc

Figura 3. Estructura basica de la IgE. La porcion “Fab" o fragmento de unién al antigeno estd formado por los
dominios ligero varible (VL) y pesado variable (VH). La porcién "Fc" o fragmento constante csta formado por los
dominios pesados constantes (CH2 ,CH3 y CH4). Modificado dc Abbas er. al. 1994,

La cadena pesada es la que determina el isotipo de cada ac dependiendo del numero
de dominios que tenga, la IgE tiene 5 y la IgG, tiene 4. La regiéon denominada bisagra
presenta una serie de residuos de aminoacidos localizados entre CH1 y CH2 con una
conformacion flexible que permite su acoplamiento a la molécula antigénica; muchas de
las diferencias entre las regiones constantes se encuentran en esta zona. En particular la
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IgE carece de esta region (Tabla 3). Todas las cadenas pesadas tienen el amino terminal
glicosilado, debido a la presencia de oligosacaridos unidos a esta parte. Las cadenas del ac
estan unidas por medio de interacciones covalentes como enlaces disulfuro y por

interacciones no covalentes como interacciones hidrofébicas.

Ac | Subtipos | Cadena H | Dominios H | Bisagra | Concentracién | Forma secretoria
suero mg/mi
IgA |IgAl al 4 si 3 Mono, di, trimero
IgA2 a2 4 si 0.5 Mono, di, trimero
[ 1gD |- d 4 si traza -
[IgE | - € 5 no traza Monémero
IgG | IgGl vl 4 si 9 Monémero
I1gG2 ¥2 4 si 3 Monémero
IgG3 ¥3 4 si 1 Monomero
IgG4 y4 4 si 0.5 Monémero
IgM | - W 5 no 1.5 Pentdmero

Tabla 3. Caracteristicas de las inmunoglobulinas o anticuerpos. Tomado de Abbas ef. al. 1994.

El receptor del ac IgE se localiza principalmente sobre las células cebadas y los
basofilos. Este ac se une por medio de su porcion Fc al receptor especifico para las
cadenas pesadas (epsiléon), de ahi que se denomine FceR. Se han descrito dos tipos de
receptores en distintos tipos celulares. Las células cebadas y los basofilos expresan
receptores FceRI en su superficie, que también han sido detectados en células de
Langerhans epidermales y macrofagos dermales, pero su funcién todavia no se conoce.
Cada molécula de FceRI contiene cuatro polipéptidos separados, una cadena o que media
la unién con la IgE, la cadena 8 que atraviesa la membrana cuatro veces y las dos cadenas
y idénticas que atraviesan la membrana una sola vez. Tanto la cadena B como las y

contienen el motivo de activacion y reconocimiento del antigeno, por lo que se sugiere que

estan involucradas en la transduccion de sefiales (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del receptor de aita afinidad (FceRlI) para IgE. Tomado de Abbas ef. al. 1994.

Existe un segundo tipo de receptor para IgE, el FceRlIl el cual tiene una afinidad
mucho mas baja para este tipo de ac que el anterior, aunque puede variar en los diferentes

tipos celulares. Se puede encontrar en eosinéfilos, células B y monocitos.

2.4 RESPUESTA INMUNE CELULAR

2.4.1 CELULAS CEBADAS

Las células cebadas tienen un papel crucial en las respuestas alérgicas, ya que su
degranulacion esta asociada con la respuesta bronquial hacia un alergeno y probablemente
también a estimulos indirectos como el ejercicio, la hiperventilacion y la contaminacion
(Barnes, 1992). Existen dos subpoblaciones de células cebadas, las de tejido conectivo
(MCTC) y las de mucosa intestinal (MCMI) (Befus, 1986, Marshall,1990). Este tipo de
células tienen receptores para IgE de alta afinidad que dirigen la union con este ac, de tal
forma que cuando han sido estimulados apropiadamente inducen la degranulaciéon vy
liberacion de mediadores especificos. Los eventos que determinan la ocurrencia y la
intensidad de la respuesta tardia, son también estimulos para el reclutamiento de células

cebadas en la mucosa bronquial (Crimi et. al. 1991).
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Los mediadores liberados por las células cebadas pueden ser preformados tales
como la histamina que es una amina biogénica o vasoactiva, ésta molécula de bajo peso
molecular puede causar la constriccion del misculo bronguial ¢ incrementar la penstalsis
de los espasmos bronquiales. Junto con la serotonina, la histamina cjerce sus efectos
farmacodindmicos sobre los musculos hisos adyacentes y células endoteliales vasculares
La célula cebada también puede contener macromoléculas granuladas con intensa actividad
farmacodindmica, tales como enzimas (npsina, quimasa, serina-proteasas), heparina,
serotonina, bradicinina, etc (Marshall 1990). Ademas contienen materiales de reparacion
histica como acido hialurdénico y factores que afectan a otras células, como ¢l factor
quimiotactico de los eosinofilos v neutrdfilos en la anafilaxia (Stites, 1988),

La otra clase mediadores son los mediadores sintetizados de nove. Entre ellos se
encuentran los derivados lipidicos v las citocinas. Uno de los mas importantes es un
denivado del adcido araqudonico, la Prostaglandina D, , la cual actuard como
vasodilatador v vasoconstnictor en ¢l musculo liso, siendo liberada en el pulmon durante la
broncoconstricion alérgica. Otros compuestos denvados del acido araquidénico son los
leucotnienos: LTC,, LTD,, LTB,, LTE,, también conocidos como Sustancias de
Reaccion Lenta a la Anafilaxia (SRS-A). Estos compuestos s¢ unen a sus receptores en
musculo liso, siendo los principales mediadores de la broncoconstriccion alérgica, Ademas
estas moléculas son las responsables de producir en la piel la reaccion conocida como
“Roncha ¢ Imitacion™ (wheal and flare). Otro tipo de mediadores son las Citocinas e
incluyen al TNF a, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6 v factores estimuladores de colonias de
granulocitos y monocitos (SFC-GM, SFC-M), estos altimos producidos en su mayoria por
los linfocitos T. Estas moléculas estan imvolucrados en la fase tardia de la reaccion alérgica
(Gall, 1993, Abbas et al 1994), influyendo en los estados de maduracion, diferenciacion,
proliferacién de las células cebadas ¢ induccién de cambios fenotipicos en la expresion de
acs (Crimi er. @l 1991; Beasley et al1989). Las células cebadas también pueden producir
el factor de activacién plaguetas (PAF), el cual tiene accion directa en la



broncoconstriccién ya que causa retraccion de las células endoteliales y puede relajar ¢l
musculo liso.

Estudios in vitre € in vivo sugieren que toda ésta cascada de mediadores pueden
causar la contraccion del musculo hiso bronquial, aumentar la permeabilidad vascular,
producir edema muscular e incrementar la produccion de moco que puede bloquear las vias
respiratorias. Al realizar estudios en lavados broncoalveolares (LAB) tomados de pacientes
con asma alérgica, antes y después de la exposicion al alergeno, se ha demostrado la
presencia de histamina, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxano y riptasa, solos o en
combinacién con presencia de células cebadas adheridas al endotelio pulmonar (Beasley
et. al1989). Muchos de estos mediadores han sido recuperados de pacientes atopicos sin
asma, lo que sugiere que pueden existir marcadores de atopia (McFadden et al 1992). Otro
tipo de estudios han confirmado que el aumento de TNF a provemente de células cebadas
de piel, seguido de estimulacion dependiente de IgE induce la degranulacion de células,
por lo que se asume que al menos, una parte de ésta citocina presente en los lavados

broncoalveolares (LAB) puede ser liberada por las células cebadas (Kips, 1993).

2.42 MACROFAGOS

Estas células son denvadas de los monocitos sanguineos v juegan un papel central
en la respuesta inmune, va que son los encargados del procesamiento del alergeno para ser
presentado a los linfocitos T (Barnes, 1992). Estas células circulan hacia las vias aéreas de
pacientes asmaticos, pudiendo ser activados por alergenos via receptores de baja afimidad
para IgE, los cuales se incrementan en pacientes alérpicos (Tinkelman, 1993), El enorme
repertorio de macrofagos permite la produccion de milnples moléculas, incluyendo una
gran vanedad de citocinas que pueden organizar toda la respuesta alérgica. Asi pueden
incrementar o disminuir la inflamacion dependiendo del estimulo otorgado, ademas pueden
elaborar una famiha de moléculas llamadas Factores liberadores de histamina, las cuales
pueden interactuar con las células cebadas, amplificando la informacion para la respuesta
inflamatonia alérgica. Los macrofagos son muy importantes en la produccion de un
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importante mediador inflamatorio como es el TNF a (Kips, 1993), por otro lado tambén
aumentan los niveles de leucotrienos, prostaglandinas, PAF e IL-1 la cual estimula la
activacion de la célula T, la proliferacion de células B y la produccion de acs
(Tinkelman, 1993).

2.4.3 EOSINOFILOS

Los eosindfilos estin intimamente relacionados con las reacciones alérgicas dado
que constituyen el 3% de los leucocitos circulantes y en pacientes alérgicos se incrementan
hasta un 10 a 20%. De todas las células que participan en la fase alérgica tardia los
cosinofilos se consideran como los mas importantes (McFadden er  al 1992)
Originalmente se les consideraba como células benéficas para el asma, ya que tienen la
capacidad de inactivar histamina y leucotrienos, sin embargo su papel no es tan benéfico
va que pueden liberar radicales libres de O, etc. en las vias aéreas (Bames, 1992). La
eosinofilia sanguinea y tisular es una caracteristica comin de reacciones alérpicas (Abbas
el al.1994).

Los eosindfilos connienen granulos con dos tipos de proteinas, la Proteina Basica
Principal (PBM) v la Proteina Catiénica Principal (PCP) (Abbas ¢t al 1994), las cuales
son capaces de dafiar el epitelio ciliar de las vias respiratorias (McFadden,1992), en
conjunio con radicales de oxigeno y enzimas lisosomales (Beasley el all 1989).

La adhesion de eosmofilos involucra la expresion de moléculas de ghcoproteinas en
su superficie (integrinas) v la expresion de moléculas intercelulares de adhesion (ICAM-
1) en las células wvasculares endotehales. Tanto el LTB,, el PAF y el acide
hidroxieicosateraenoice permiten la migracion de eosinofilos al siio de la degranulacion,
Asi también citocinas como la IL-3 {Bames, 1992) incrementa selectivamente la adherencia
de estas células, mientras que el GM-CSF mcrementa su supervivencia. La IL-5 es un
factor de activacion y diferenciacion de eosindfilos v en estudios recientes con
especimenes de biopsias bronquiales y analisis de expresion de RNAm para IL-5, se ha
demostrado que se produce en algunos pacientes con alergia (McFadden et al 1992),
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La inhalacion de un alergeno da como resultado un marcado incremento en el
nimero de eosindfilos en los BAL al tiempo de la fase tardia. Durante esta fase, en
induviduos atopicos se tiene una acumulacion importante de cosindfilos, existiendo
ademas una relacion directa entre los conteos de eosindfilos en la sangre y en los BAL, con
los de las vias aéreas. En estudios de inmunohistoquimica con biopsias bronquiales se
demuestra un incremento en la cantidad de eosinofilos en pacientes con asma inflamatoria
(McFadden, 1992).

Se ha demostrado m vitro que las proteinas de los granulos de los eosinofilos
pueden destruir el epitelio bronquial, por lo que se piensa que su infiltracion causa el dafo
debido al aumento de sus proteinas toxicas. Estudios en pacientes que tenian incrementos
en el namero de eosindfilos en la mucosa bronquial, mostraron un incremento en la
incidencia de la abertura de los espacios intracelulares del epitelio bronquial, con presencia
de granulos en los espacios intracelulares. En biopsias bronquales de sujetos con asma
alérgica, se reporta infiltracion de eosinofilos en la lamina propia; ésta presencia de
cosindfilos es exclusiva de asmaticos, las cuales después del reto con un alergeno muestran
eosindfilos con caracteristicas morfologicas de activacion, indicando por una marcada

heterogeneidad de la estructura granular (Beasley, 1989).

2.4.4 LINFOCITOS

Actualmente se tiene bien establecido que los linfocitos T alergeno-especificos
estan presentes en los repertorios inmunes de individuos, atopicos y no atopicos. En
pacientes con asma cronica los linfocitos son las células que tienen mayor infiltracion
Junto con los eosindfilos, En la mucosa bronquial, se presentan mayoritaniamente linfocitos
TCD4+ los cuales aumentan en pacientes alérgicos que presentan sintomas, comprarando
con los valores de individuos no alérgicos (Ohashieral 1992). La respuesta inmune
especifica que se de contra el alerpeno estard determinada predominantemente por la
presencia de IL-4 (Th2) en individuos atopicos v por IFN-y (Th, ) en individuos no
atopicos (Mosmann ef. al 1989; Romagnani, 1994; Corrigan, 1995). Tanto la IL-4 como la
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IL-13 aumentan la produccion de IgE e 1gG, en linfocitos B, pero no de otras subclases
de anticuerpos IgG (Romagnani,1994). En las biopsias de los alérgicos se encuentran
predominantemente los linfocitos Th, , los cuales al parecer se encarpan de desencadenar
la respuesta inflamatoria cronica, a través de la secresion de citocinas (1L-3, 114, IL-5,
GM-CSF v TNFa) (Kips,1993), que pueden activar a los cosindfilos por quimiotaxis, e
inducir cosinofilia (Ohashi er al 1992). Se sabe que este tipo de linfocitos en pacientes
alérgicos presentan en su superficie un marcador de la superfamilia del TNF, el CD30, los
linfocitos Th, carecen de éste marcador o lo presentan en niveles bajos, mientras que los

Th, tienen niveles intermedios (Romagnani, 1994),

1.5 ALERGENOS

Se denomina alergeno a la sustancia que produce sintomas de hipersensibilidad
inmediata con produccion elevada de acs IgE. Los alergenos inducen sensibilizacion por su
exposicion en el tracto respiratonio o nasal. Los aercalergenos son proteinas o
glicoproteinas derivadas de uma gran vanedad de sustancias particuladas. Dichos
aeroalergenos pueden estar conterudos en semillas de plantas, particulas reproductivas de
hongos, algas, bactenas, polenes, protozoarios, en el pelo de perros y gatos, en desechos
biolégicos, incluyendo desechos de mamiferos vy emanaciones de arrépodos (acaros).
Estas moléculas pueden ser acrosolizadas v transportadas en la atmosfera (Paul, 1993)
Estas particulas alergémicas afectan a los individuos atopicos, v su presencia esta
determinada localmente por factores como el uso de la tierra, temperatura, humedad, ciclos
de crecimiento de plantas y la presencia de ammales en las distintas regiones (Middleton
et al 1993).

L.a gran mayoria de los alergenos inhalables provienen de fuentes naturales, aquellos
que provienen de la flora v fauna regionales vanan con la época del afio por lo que son
llamados estacionales; estc tipo de alergenos incluye a los polenes (fravimus sp.
Helianthus sp., etc.) y esporas de hongos (Alternaria sp., Cladosporium sp., etc.). Otros
nipos importantes de alergenos, son los generados por ¢l hombre a través de pracucas



domésticas v laborales incluyendo acaros del polvo (Dermatoghagaides sp.) y esporas de
hongos (Pemicillium sp.). La importancia global de estas particulas no esta solo en funcion
de su antigenicidad (respuestas alérgicas del tipo IgE), sino también de su presencia en el
ambiente, su generacion, su liberacion, miveles altos de exposicion, su transporte y ¢l
deposito en las mucosas de un huésped susceptible o atopico (Espinosa, 1992, Middleton
et al.1993).

En los altimos 20 afios, multiples estudios han establecido el papel de los acaros, no
s6lo como una fuente importante de alergenos, sino también se les ha asociado como
desencadenantes de enfermedades alérgicas (asma, nmns, etc.) (Voorhorst er :.-J’.I!?ET;
Champan e al 1980; Lind,1985; Cardona,1990; Platts-Mills et al 1992; Middleton et
al 1993; Kobayashi er. @/, 1996). De igual manera los polenes y los hongos han sido objeto
de una gran vanedad de analisis (Boulet er. al 1983; Sears ¢t al 1989, Karlsson-Borga
al 1991: Middleton ef. @l 1993; Obispo et AL 1993).

2.5.1 POLENES

En un medio acuoso, los polenes son esféncos y miden de 16 a 40 pm. Durante su
transporte aéreo se secan vy contraen, asumiendo formas irregulares v tamafios
aerodinamicos que facihitan su transportacion a miles de klometros, lo cual es promovido
por el rapido movimiento del aire y por la baja humedad. Los granos de polen facilitan la
reproduccion de las plantas con semilla (Espermatofitas) y no mas del 10 % de las especies
contemporaneas son anemofilas (polinizacion por el viento), Debido a esto vy aunado a sus
caracteristicas moleculares, los pélenes pueden actuar como fuentes potenciales de
aeroalergenos va que usualmente penetran a nivel de la glons v se depositan en la nanz,
faringe, esdfapo, estomago y ojos (Bush,1989). Ejemplos de ellos son los polenes del
fresno, olmo, mora, roble, eucalipto y girasol entre otros (Middleton er al 1993),
En general un polen tiene tres estructuras basicas (Castrejon, 1991):

1)Exina, que es la cubierta protectora, en la cual se localizan los poros germinales.
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2)intina, capa intema en donde se encuentran sustancias protéicas (anthgémicas o
alergénicas), las cuales desencadenan mecanismos de sensibilizacion o alergia,

3)Févila, es el centro del polen que contiene una sustancia coloidal ademas de los nucleos
vegetanvos.

Thomen describio cinco requisistos que debe llenar un polen para considerarlo
importante desde el punto de vista alérgico (Castrejon, 1991, Espinosa et al 1992):

1. Debe contener una fraccion alergénica.

2. Debe ser anemofilo.

3. Debe producirse en grandes cantidades.

4. Debe ser ligero para recorrer grandes distancias,

5. La planta que lo produce debe estar abundantemente distnbuida.

El polen del girasol (Helianthus annus), esta formado por granos de forma
esferoidal en wvista polar, 34 a 38 um de diamétro ecuatonal; en la simetria radial se
observa un surco elongado en el centro del grano. Presenta elementos estructurales
puntiagudos, espinas larga de aproximadamente 4 um de longitud, redondeadas de la punta
y dispuestas uniformemente sobre la superficie. Florece pnncipalmente en Julio y Agosto
{Orozco, 1992).

El polen del fresno (Fraxinws americana), tiene una vista polar con forma
subcuadrada, de 38 a 40 um de diametro, simetria radial, tiene cuatro surcos conos en las
esquinas del grano, Los elementos estructurales son muy pequefios (granulos), con una
disposicion reticulada. Florece en Mayo v principios de Junio (Orozco, 1992).

2,52 ACAROS DEL POLYO

Desde el descubrimiento de los dcaros del polvo como agentes alergénicos en 1964,
la asociacion entre el dcaro y el asma alérgica ha sido reportada en muchas partes del
mundo. Se sabe desde el afio de 1967 que los acaros de la familia Piroglifidae son la
fuente mas importante de alergenos contenidos en el polvo. Dentro de esta familia se

encuentran cuatro especies domunantes: Dermatohagodes preronyssinus, 1) farinae,
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1. microceras v Euroglyphus maynei (Platts-Mills et al.1992). Los alergenos de los
Acaros pueden estar presentes en las heces fecales y en el cuerpo del dcaro. Los de las
heces pesan ~ 0.2 ng y en tamafio son similares a los granos de polen (10 a 35 pm de
diametro). Los dcaros dependen de la himedad ambiental y de la temperatura, siendo entre
18° a 27°C la temperatura 6ptima para su crecimiento. Asi los niveles de acaros en el polvo
de las casas pueden cambiar debido a las variaciones estacionales en el clima o cambios en
los muebles de las casas, por lo que el nivel de nesgo camba (Voorhorst er. al 1967)
Ademas se han estudiado una gran variedad de especies de acaros del gencro
Dermatophagoides, observando que éstos se encuentran en cualquier condicion ambiental
que posea temperatura, humedad y estratos apropiados (Plans-Mills er. al. 1992), siendo
éste género uno de los mas importantes productores de alergenos, con prevalencia hasta de
30 (Juan, 1990).

2.6 ANALISIS DE ALERGENOS

Debido a la importancia de los alergenos en la Salud Publica, se han establecido una
gran vanedad de metodologias para la caractenzacion de proteinas alergémicas. Asi por
ejemplo, la separacion de mezclas de alergenos se puede realizar por medio de
electroforésis en geles de agarosa o poliacnilamida (PAGE), en presencia o ausencia de
SDS (dodecil sulfato sodico). Estas matrices son capaces de permutir el analisis de
complejos proteicos que contienen una gran vanedad de componentes, separandolos ¢
identificandolos en base a su movilidad, punto 1soeléctrico y peso molecular a través de la
tincion con colorantes o marcajes selectivos (Stott,1989). El desarrollo de metodologias
para transfenir estas proteinas de un gel de poliacnlamida hacia una membrana de nylon o
nitrocelulosa (Towbin er al 1979, 1984), para posteniormente efectuar una inmunoreaccion
sobre ésta, han mejorado considerablemente el analisis de proteinas antigénicas,
pnncipalmente de aquellas con pesos moleculares grandes. Estos inmunoensayos en
soportes o fases solidas han tenido maltiples aplicaciones en la investigacion basica y

clinica, ya que la transferencia de proteinas hacia la nitrocelulosa es rapida v en la mayoria
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de las veces completa (Stott,1989). Ademas esta metodologia combina la alta resolucion de
un gel de PAGE-SDS con la sensibilidad y la facilidad de realizar ensayos en fase solida
(Towbin et. al.1979,1984). En general este tipo de metodologia se puede denominar como

ensayos de Western blot, [nmunoblot o Inmunoelectrotransferencia (IET) (Figura 5).
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Figura 5. Una lmezcla compleja de proteinas puede ser separada por medio de PAGE-SDS y transferida hacia un
soporte s6lido (nylon, nitrocelulosa, etc.), para realizar una inmunodeteccién. Esta metodologia es conocida como
Inmunoelectrotransferencia o Western blot. Modificado de Abbas et. al. 1994.

Dado que el tipo de acs involucrados en las respuestas de pacientes alérgicos es del
tipo IgE e IgG,, se requiere de una técnica altamente sensible como es la
Inmunoelectrotransferencia para su deteccion, puesto que los niveles de estos acs son
regularmente bajos (Abbas er. al.1994). Una de las condiciones que son esenciales para
que la resolucion de la inmunodeteccidn sea clara, es el bloqueo, el cual se debe realizar
una vez transferidas las proteinas. Este paso previene unidnes no especificas del material a
estudiar con la membrana, y equivale a la nactivacion o saturacion de los sitios de la
membrana que no estén ocupados por proteinas. Algunas soluciones utilizadas para
bloquear son albumina sérica bovina (BSA), detergentes no i6nicos como Tween 20 y
leche descremada entre otros (Sutton, 1989).

Existen estudios referentes a las metodologias de extraccion de proteinas, en donde
se utilizan solventes organicos como etanol, eter y acetona. Esta metodologia hace énfasis

en que proteinas altamente hidrofobicas pueden ser precipitadas con éste solvente organico
(Scopes, 1985).
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Los alergenos también pueden ser estudiados por medio de Radioalergoabsorbencia
(RAST), en éste tipo de metodologia se requiere de un alergeno acoplado en forma
covalente a un disco de papel, el cual reaccionard con la IgE especifica del paciente en
estudio. Posteriormente sc agrega anti-lgE conmjugada con una enzima como la -
galactosidasa, la cual reacciona con la IgE ligada con el antigeno dando un complejo
alergeno-lgE-anti-IgE. El cual puede ser detectado por una reaccion colonda midiendo la
absorbancia a 420 nm, siendo dicha absorbancia directamente proporcional a los niveles de
alergeno-1gE especifica (Abbas et al 1994},

2.6.1 PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE ALERGENOS

La estandanizacion de extractos de alergenos ha cobrado gran interés en los alimos
afios debido a que éstos no sélo son mezclas complejas, sino que los acs de diferentes
pacientes atopicos pueden reaccionar de forma muy diversa a distintos componentes en los
mismos extractos. Los miembros de la Academia Americana de Alergia en el afio de 1944
llegardn al acuerdo de utilizar tres medidas para comparar la calidad de los extractos de
alergenos. Dentro de estas medidas se encuentran:
1.-Cuantificar la concentracion de las moléculas alergénicas contenidas en los extractos. El
método original para 1944 se hacia midiendo el contenido de proteinas nitrogenadas v
desde 1989 se hace por técmicas inmunoquimicas con acs murinos policlonales o
monoclonales contra los alergenos mayores, o por medio de acs IgE humanos que permitan
cvaluar la actividad alergémica mediante RAST o IET. (Figura 5).
2 -Cuantificar la actividad biologica. Esto se evaluaba en 1944 por pruebas cutineas pero a
partir de 1989, ademas de la prueba cutanea se cuantifica la cantidad de histamina
producida por los basofilos, con o sin reto nasal.
3 -Considerar la calidad de la fuente de los matenales utilizados para la produccion de los
extractos, asi como su manejo. Esto se hace de 1944 a la fecha por medio de taxonomia, y

teniendo especial cuidado en los detalles de procedencia, colecta, almacenaje y
manufactura de los extractos.
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Desde 1944 a la fecha la cahdad de los extractos alergénicos ha estado a cargo de
sociedades profesionales supervisado por la Orgamizacion Mundial de la Salud (World
Health Organization WHO). Estas sociedades han adoptado tres sistemas de unidades para
los extractos de alergenos: la OMS trabaja con Umdades Intermacionales (IUs), en los
estados Nordicos v la mayor parte de Europa se unilizan Unidades Biologicas (BUs) v el
Centro de Investigacion y Evaluacion de Biologicos de la Administracion de Drogas y
Alimentos de Estados Umdos utihiza Umidades Alergénicas (AUs). La OMS analiza
extractos de alergenos para preparar estandares internacionales con la finalidad de
utilizarlos en investigacion. Desde el afio de 1989 existen estindares para D
preronyssinus, Ambrosia, pastos, perro y abedul. (Reed er. al 1989),

La nomeclatura usada para los alergenos purificados, utiliza el nombre en Latin del
organismo de donde proviene el alergeno (género v especie) y un nimero Romano para
cada alergeno derivado de dicho organismo. Por ejemplo para las especies de ambrosia
(Ambrosia), los nombres de los alergenos purificados son Amb a [ hasta Amb a VI, Para
una especie de pasto (Lolium), los nombres son Lol p [, etc. En el caso de las dos especies

de acaros (Dermatophagoides pteronyssinus v Dermatophagoides farinae), los nombres
que se les dan son Der p [y If, y Der 1, etc (Paul,1993).



3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Existen reportes que indican que el desarrollo de tres polinosis en Meéxico y
América del Sur es debido a la produccion de polenes de alamos, robles y fresnos
(Middleton er. al. 1993). Estos altimos son de gran interés clinico ya que producen polen en
grandes cantidades como por ejemplo el fresno blanco (F. americana), el fresno de Oregon
(F. oregona) y el fresno de Arizona (/. veluting). Asi mismo hay estudios en donde se han
caracterizado los antigenos mayores de polenes (Obispo et al. 1993), y otros en donde se
han identificado los componentes alergénicos (Di Felice er. al. 1994) (Tabla 4). No existen
reportes que describan cuales son las proteinas antigénicas presentes en los fresnos y
girasoles, sin embargo se sabe que las proteinas contenidas en los polenes capaces de
sensibilizar a un individuo atopico tieneén un rango de tamafo entre 10 a 60 KDa Un
ejemplo son los polenes del cedro de la montafia (Cry j 1) y cedro japones que tienen un
peso entre 40 a 50 KDa. También se han purificado los alergenos del centeno (Lofim).
Lol p 1, 1l y lI1, encontrandose que el 95% de los pacientes exhiben reactividad hacia los
alergenos del grupo 1; también se han punficado alergenos de 12 KDa a partir de hierbas
de la pared (Bush,1989). En un estudio realizado por Pastorello en 1994 mostrd que los
componentes que unieron a la IgE de los pacientes en extractos de frutas fueron de 14 a 20
KDa, en el extracto de cereza los acs de los pacientes atdpicos reaccionaron con un
polipépndo de 30 KDa en un 77%, otros polipéphdos de alto peso molecular (40-70 KDa)
fueron reconocidas en los diferentes extractos, aunque en una proporcion menor {16% al
38%). En el mismo estudio s¢ analizaron las proteinas reconocidas por pacientes alérgicos
en extractos de durazno, cereza, albancoque v ciruela, asi como el polen del pasto v abedul
(los dltimos dos provenientes de extractos comerciales), encontrando que en el
procedimiento de extraccion estos presentaron concentraciones de proteina de 3,56 mg/mil,
7.34 mg/ml, 2.87 mg/ml, 392 mgml, 937 mgml v 5 mg/ml respectivamente,
cuantificadas por el método de Lowry,
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PM (KDa)| IgE 186G
=100 1 (11)*
70 7(77) | 3(12)e
50 3(12)
46 3333) | 727
43 9(100) | 1(4)
41 4(15)
39 3(12)
38 13 (50)
375 22 (85)
36 5(55) | 1(4)
30.5 7(27)
295 831
19 444) | 939
17.5 15 (58)
17 17 (65)
16.5 18 (69)

Tabla 4. Pesos moleculares de los antigenos del polen del ciprés reconocidos por pacientes alérgicos. *Porcentaje
calculado a partir de 9 sueros que reaccionaron con al menos un polipéptido. =Porcentaje calculado de a partir de 26
sueros que reaccionaron con al menos una polipéptido. (Tomado de Di Felice et. al. 1994)

Los alergenos dominantes del acaro (Dermatophagoides sp) se clasifican en los
grupos I, II, 1l y IV (Tabla 5). Niveles de exposicién de 2 pg a 10 pg de los alergenos del
grupo I por gramo de polvo (equivalente a ~100 a 500 acaros/gr), son relevantes en el
desarrollo del asma alérgica (Platts-Mills et. al.1992). En algunas partes del mundo, mas
del 80% de los nifios y adultos jovenes con asma tienen resultados positivos a los acaros en
pruebas cutaneas (Voorhorst et. al. 1967; Champan et. al. 1980; Lind,1985; Cardona,1990;
Platts-Mills et. al. 1992; Middleton et. al.1993; Kobayashi et. al.1996). En lo que se refiere
a las respuestas inflamatorias, se ha sugerido que un nivel de acaros en el rango de 100 a

500 por gramo de polvo, son un factor de riesgo para este tipo de respuestas, ademas la
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presencia de altos niveles de acaros pueden ser un factor importante en la induccién de

sintesis de acs IgE y de asma en individuos atopicos.

Alergeno | PM (KDa) | Funcion Punto isoeléctrico | Reconocimiento por
individuos alérgicos

GRUPO

Derpl 25 Cistein-protcasa | 4.5-7.1

Der [1 25 4.7-72 80 % con IgE

Der m 1 25 -

Furm 25 -

GRUPO 1

Der pll 14 Desconocida 7.6-8.5 80 % con IgE

Der f11 14 7.8-8.3

GRUPO 111

Der p 111 30 Tripsina 4>8 60y 70 % con IgE

Der f111 29 Serin protcasa 4147

GRUPO IV

Derp ¥ 60 Amilasa - 25y 46 % con IgE

- 27 Serin proteasa - 36 % con IgE

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los alergenos dominantes presentes en los acaros del polvo. Tomado de Platts
el. al. 1993.

En lo referente a la respuesta inmune, se menciona que la mayoria de los individuos
con pruebas cutaneas positivas para extractos de [). pteronyssinus producen acs anti Der p
I en suero del tipo IgG, IgA, e IgE, mientras que los individuos con pruebas cutineas
negativas tienen niveles de acs no detectables, aunque pueden producir bajos niveles de acs
IgG, del 20% al 30%, pero sin producir IgE. Existe una buena correlaciéon cuantitativa
entre los niveles de acs IgG e IgE, siendo que la IgE nunca se encuentra sin la presencia de
1gG teniendo un radio de acs IgG:IgE es entre 2:1 y 15:1, y los niveles de acs IgE son
generalmente mas altos que los acs IgA. La respuesta hacia los alergenos del acaro en

individuos alérgicos es similar a lo reportado para una gran variedad de alergenos
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purificados de polenes, y la correlacion entre los acs Igl e IgE sugiere que estos dos
isotipos estin bajo un control genético ¢ inmunoregulador comiin,

Estudios inmunoquimicos mucstran que mis del 80% de los pacientes alérgicos a
los dcaros presentan acs del isotipo IgE contra los alergenos del grupo | v IL Para los
alergenos de grupo [11 se tiene un porcentaje de Ac IgE entre el 60% y T0%, detectables
por Radicalergoabsorbencia (RAST) e Inmunoeclectrotransferencia. Se menciona que
pucden existir alrededor de 30 componentes en los extractos de [ preronyssinuy v [
faringe, que pueden unir acs del isotipo IgE. Tres de estos compuestos han sido analizados:
¢l pnmero es la proteina amilasa de 60 KDa la cual fué punficada a partir de D
pteronyssinus (Lake et al 1991), en inmunoblots reacciona con los acs IgE del suero de
pacicntes cn un 25% a 46%. Dicha proteina esta considerada dentro del grupo 1V de
alergenos del acaro. El segundo es una senn proteasa de 27 KDa la cual reacciona con un
36% de los sueros y el tercero es una proteina clonada de una libreria de cDNA de 12
pteronyssinus, la cual reacciona con un 40% a 50% de los sueros de pacientes atopicos en
E.E.LLU. (Tovey e, al. 1989),
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

*Identificar las principales proteinas de Oermatophagoides preronyssinus, Fraxinus

americana y Helianthus annus reconocidas por sueros de pacientes atopicos mexicanos.

OBJETIVOS PARTICULARES

*Extracr las proteinas a partir de extractos gheennados de  Dermatophagoides
preronyssinus, Fraxims americana v Helianthus annus utilizando solventes organicos.
*Analizar los extractos proteicos de Dermatophagoides pteronyssinus, Fraxinus
americana y Helianthus annus mediante PAGE-SDS

*Identificar por medio de IET proteinas alergénicas especificas de Dermatophagoides
preronyssinus, Fraxinus americana ¥ Helianthus annus, reconocidas por lgGs totales ¢ IgE

presentes cn sucros de mdividuos atopicos mexicanos.
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5 JUSTIFICACION

Existen una gran variedad de aeroalergenos ambientales que afectan a los pacientes
atdpicos, causando irritacion en las mucosas y la obstruccion de las vias acreas después de
ingresar al tracto respiratorio (Sears et al.1989), dando como resultado una reaccion
alérgica. Dichos acroalerpenos inhalables pueden provenir tanto de los polenes (Middleton
et al 1993, Obispo el al.1993), como de los dcaros del polvo (Voorhorst er al 1967,
Champan ei. al 1980; Lind,1985; Cardona, 1990; Platts-Mills et af 1992; Middleton ev.
al 1993; Kobayashi et al.1996), los cuales son capaces de inducir respuestas inmunes del
tipo lgG, ¢ IgE principalmente (Romagnani, 1994). En la practica climica se realizan
pruchas cutineas (Deborg, 1989), utilizando extractos comerciales de alergenos
glicerinados en diferentes diluciones (1:10, 1:100, etc.) con la finalidad de evaluar la
respuesta alérgica en pacientes atopicos. La mayoria de las veces dichos extractos pueden
ser mezclas complejas y vanables de proteinas (Kjell As,1975), de los cuales no se conoce
¢l patrém ni el contenido proteinico, de tal forma que sc puede provocar una respuesta
inespecifica v por lo tanto un diagnostico falso. En nuestro medio no se conocen los
perfiles de reconocumento antigémico hacia las proteinas de  Dermatophagoides
preronyssinus (acaro del polvo), Fraxinus americana (fresno) y Helianthus annus (girasol),
en pacientes atopicos mexicanos. De ahi la necesidad de caractenzar dichas proteinas, va
que la respucsta hacia los alergenos generalmente tiene un caracter genético ligado a
susceptibilidad v exposicion. Esta caracterizacion de proteinas puede realizarse utilizando
un método eficaz v altamente sensible como es la Inmunoelectrotransferencia, la cual es un
métode de estudio ideal por su alta afimdad vy por su amplio potencial para la
identificacion de estas proteinas (Stott, 1989), ain cuando se encuentren mezcladas con
materiales complejos. De este modo resulta importante realizar una evaluaciéon tanto
cuantitativa como cualitativa de los extractos alergénicos, que permita tener una prucha
diagnostica de mayor especificidad para caracterizar la respuesta de pacientes atopicos
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mexicanos. Ademas se limitaria la vanabilidad que existe en el contemido de los extractos
alergénicos cuando éstos son producidos en diferentes compafiias o cuando los extractos
provicnen de diferentes lotes dentro de una misma compaiiia, al evaluar la respucsta de
sucros control en estos extractos. Aunado a lo antenior la uthzacion de un extracto
estandanzado ofrecerian multiples ventajas tanto para los pacientes como para el médico
alergologo, ya que si el extracto de un alergeno en particular tiene estandarizadas las
concentraciones de proteinas especificas que van a ser reconocidas por los pacientes, se
permitiria evaluar cuantitativamente el diagnostico v la aplicacion de estos extractos en

inmunoterapia favoreciendo la utilizacion confiable y sepura de estas pruebas (Reed er
al, 1989).
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ESTRATEGIA METODOLOGICA

ALERGENOS GLICERINADOS SUEROS DE PACIENTES
Lab. Aphi S.A. de C.V. ATOPICOS
‘ PCI ++++ para D. pteronyssinus,

‘ F. americay H. annus.
Extraccion de proteinas

Acetona 100%
Scopes, 1985

Cuantificacion de proteinas
Lowry,1951 IET (IgGs totales e IgE)

l Towbin, 1979

Laemli, 1976
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6. METODOLOGIA

6.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de suero fueron obtenidas de pacientes mayores de 16 afios remitidos
al servicio de Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, para su evaluacion por posible alergia respiratoria. A
todos los pacientes se les realizO una historia clinica completa y pruebas cutaneas
intradérmicas (PCI) por el método de "Prick" (Deborg,1989;Arreguin, 1995), para 15
alergenos comtines en el Valle de México (Tabla 6). A los pacientes que resultaron
positivos hacia alguno de los tres alergenos antes mencionados, se les solicité su
consentimiento por escrito para obtener una muestra de sangre por punciéon venosa
periférica (5ml). Una vez obtenida la sangre, se dejo coagular para separar el suero por
medio de centrifugacion a 1,400 g {(Centrifuga Sorvall TR 6000D), durante 20 min.
Alicuotas de 300 pl se almacenaron a -20°C hasta el momento de su procesamiento. Se
colectaron 20 sueros positivos por la prueba de Prick para cada uno de los alergenos antes
mencionados y 20 suero negativos que seran utilizados como controles. Todos lo pacientes

positivos tenian rinitis alérgica y los negativos rinitis no alérgica.

HONGOS POLENES INHALABLES
Fusarium sp. | *Fraxinus americana Polvo cascro
Aspergillus sp. | Capriola sp. *D. pteronyssinus
Quercus sp. D. farinae
*Helianthus annus Perro
Ambrosia sp. Gato
Lolium sp. Cucaracha
Artemisa sp.
Control Negativo (Evans)

Control Positivo (Histamina)
Tabla 6. Lista de alergenos aplicados para prucbas cutaneas cn el Servicio de Alergia ¢ Inmunologia Clinica del
Hospital de Especialidades, CMN Siglo XXI, IMSS. * Alergenos utilizados en el presente estudio.
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6.2 EXTRACCION DE PROTEINAS

Se utilizaron extractos totales de alergenos gliceninados (Lab. Aphi S.A. de C V)
provenientes de [, preromyssinus, F. americana y H. annus dilmidos 1:10. Dichos
alergenos fueron procesados agregando un volumen igual (10 ml) de acetona al 100%%
(Scopes, 1985) para extraer las proteinas. Se dejaron incubar durante media hora a -20°C,
para después centrifugar las muestras (Sorvall RC-5B Dupont instruments) a 40,000 g por
10 min. a 4°C para precipitar las proteinas. El sobrenadante se desecho y la pastilla se
resuspendio en 1 ml PBS 1X (Amortiguador de fosfatos salino) en frio, ademas se
adicionaron inhibidores de proteasas en las sigmentes concentraciones por ml de antigeno:
86 ul de EDTA (Etilendinitrolotetracetato), 50 pl de PMSF (Fenil Menl Sulfoml
Fluoruro), 50 pl de TLCK (N-p-Tosil-Lisina Clorometil Cetona) y 33 pl de TPCK (L-1-
Tosil-2-Fenil-Etilclorometil Cetona). Una vez realizada esta mezcla, se almacend a -20°C

en alicuotas de 200 pl para su posterior cuantificacion y andlisis electroforético.

6.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Las concentraciones de proteinas se cuantificaron en microplacas de fondo plano
empleando ¢l Método de Lowry (Dc Protein Assay Instruction Manual Bio-Rad) (Lowry
er. al. 1951}, utihizando una curva patron de proteinas con albimina, y agua como blanco
La Absorbancia fué leida a 690 nm en un lector de ELISA (Labsystems Integrated
Management System, Oslo, Finland).

6.4 ELECTROFORESIS ( PAGE-SDS )

Las protcinas se separaron en geles de pohacrnilamida (7 X 8 ecm) al 10%
(Laemmli, 1970) en presencia de SDS (sodio dodecil sulfato). Los geles se prepararon de
un grosor de 0.75 mm, entre dos placas de vidrio en donde se aplico la mezcla para
preparar ¢l gel espaciador hasta una altura de 5 cm, sobre la cual se aplicé alcohol
isopropilico para obtener una polimerizacion umforme vy evitar la formacién de un
menisco. Después se retird el alcohol y se lavo el gel con agua desionizada para eliminar el
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exceso de alcohol, para posteriormente agregar la mezcla del gel concentrador en donde
ademés se inserto antes de la polimerizacion el peine respectivo al gel analitico. Una vez
realizado el gel se procedié a colocar 50 pg de proteina por camnl de cada muestra, las
cuales fueron hervidas durante 5 min. antes de ser colocadas, utlhizando un amortiguador
de muestra 2X (1.25 ml de amortiguador de muestra, 1.0 ml de ghcerol, 0.5 ml de Ip-
mercaptoetanol, 1.0 ml de SDS 10%, 0.2 % de azul de bromofenol atorando con apua
desionizada a 10 ml). El cormmiento clectroforético se efectuo a 100 V (Mim PROTEAN
Il v fuente de poder 3000 X1 Bio Rad, USA), durante 10 min. para permitir la entrada de
las proteinas y a 140 V durante 1:30 hrs. Los geles fueron tefiudos con Azul de Coomassie
al 0.1% (Bio Rad) durante 24 hrs. y destefiidos con metanol 50% y acido acético 7.5% (2
cambios de 15 min ¢'u).

Para caracterizar los pesos moleculares de las bandas de alergenos se utilizaron
como marcadores de peso molecular albimina bovina 66 KDa, albimina de huevo 45
K Da, anhidrasa carbénica 29 KDa y lactoalbiimina 14.2 KDa (SIGMA CHEMICAL Co.).

6.5 ELECTROTRANSFERENCIA

Una wvez evaluados los patrones de bandas de proteinas, se realizo la
clectrotransferencia (Towbin e al. 1979), en donde las proteinas se separaron utihzando
las condiciones electroforéticas antes mencionadas con la excepcion de que se aplicaron
500 pg de proteina en geles preparativos de 1.0 mm de grosor. Posteriormente las proteinas
s¢ transfineron a papel de nitrocelulosa de 0.45 pum (Trans-blot transfer Bio Rad, USA),
utilizando buffer de transferencia ( 1X) el cual contenia Glicina (155 %), Trisma base (72
%) y Metanol a un pH de 8.3. Acomodando en la camara de transferencia partiendo del
anodo, la esponja, papel filtro, papel de nitroceluosa, gel con proteinas, papel filtro v
esponja, cuidando de eliminar por completo las burbujas v de no perder la onentacion del
gel. Dicha transferencia se realizd durante 1 hr a 100 V (Mini PROTEAN II BIO RAD,
USA y Fuente de Poder E-C 570 Apparatus Corporation St. Petersburg, Florida) en frio.

Para corroborar la transferencia de las proteinas, se recorto la region del papel en donde se
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colocaron los marcadores de peso molecular para tefiirlos con Negro Amido 0.1% por 15
min. v destefiidos durante 1 min. con una solucion destefiidora preparada con 1sopropanol
(5%) vy acido acético (10%). El resto del papel se dejd bloqueando con leche descremada al
5% en PBS 1X durante toda la noche a 4°C para después realizar un lavado muy ligero
durante 3 min. con PBS 1X. El papel se recortd en tiras de 0.5 mm de ancho con una
muesca en ¢l extremo infenor 1zquierdo de cada tira e identificar asi la posicion correcta
del frente de proteinas, Las tiras se dejaron secar perfectamente para evitar la formacion de

hongos y se guardaron a 4°C hasta ¢l momento de su utilizacion

6.6 INMUNODETECCION DE ALERGENOS

La inmunodeteccion de Fraxinus americana v Helianthusy annus se reahizd
incubando ¢l suero de los pacientes (primer anticuerpo) en una dilucion 1:10 en PBS 1X +
suero bovino al 2.5% por 2 hrs, La interaccion antigeno-ac se reveld utilizando un
conjugado (segundo aco) anti 1gGs humana-acoplado a peroxidasa (Cappel), diluido
1:1500 en PBS 1X ¢ incubando por 2 hrs adicionando en todos los lavados unicamente
PBS 1X (tres lavados después del ler, y 2do. ac, durante 5 min, ¢/u). Los pasos antenores
se efectuaron bajo agitacion continua v a 37°C.

En el caso de Dermatophagoides pteronyssinus las condiciones de deteccion fueron
similares a las descritas, a excepcion de los lavados, en donde se uthlizo PBS 1X
conteniendo Tween 20 (Polioxietilenesorbitan monolaurato) al 0.05%, en uno de los
lavados después de la incubacion con el segunde ac. El revelado de la interaccion
antipeno-ac se realizd a temperatura ambiente ubthzando 4-cloro-a-naftol (BIQ RAD,
USA) v perdxido de hidrégeno. Para cada tira se colocaron 500 ul de esta solucion v se
dejo revelar de 3 a 5 min. hasta la aparicion de bandas. La reaccion se detuvd con agua
destilada.

Para la inmudeteccion de acs IgE se utilizaron inicialmente las condiciones antes

mencionadas y un conjugado anti-lgE humano acoplado a fosfatasa alcalina (Southern
Biotechnology Associates Inc).
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La incubacidn con ¢l primer ac en este caso se realizd utilizando una dilucion 1:4 en
PBS 1X conteniendo suero bovino al 2.5% v Tween 0.05% durante toda la noche a 25°C.
El segundo ac utilizado fué diluido 1:500 en PBS 1X durante 4 horas a 25°C. Las tiras
fueron entonces lavadas 3 veces con PBS 1X conteniendo Tween 0.05% durante 10 mun.
Para revelar las bandas antigénicas se usaron conjugados anti-lgks humanos acoplados a
fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology Associates Inc. y American Qualex) y
peroxidasa (KPL).

El revelado de los conjugados acoplados a fosfatasa alcalina fué utilizando 500 pl
de una solucion de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol fostato de tolmdina) y NBT (p-nitro
azul de tretrazolio cloruro) (BIO RAD, USA). En este caso, las tiras se incubaron durante 1
hora deteniendo la reaccion con agua. Para cl conjugado unido a peroxidasa el revelado se

realizd con las condiciones antes mencionadas para el conjugado ann-lgGs.

6.7 QUIMIOLUMINISCENCIA

Para los expenimentos de quimioluminiscencia (Huang, 1997), se unlizd un bloqueo
con leche descremada al 5% durante toda la noche a 4°C. El primer ac se diluyo 1:10 en
PBS 1X, v el conjugado anti-IgE humano .m:uplm;lu a peroxidasa (KPL) fué dilmdo 1:1500
en PBS 1X. Ambos conjugados fueron mcubados 2 horas a 37T°C. Postenormente se
realizaron 3 lavados de 10 min. con PBS 1X contemendo Tween 20 al 0,05%. Al momento
de revelar la interaccion antigeno-ac las tiras se colocaron individualmente entre dos
plasticos y se les elimind el exceso de amortipuador de lavado pero sin dejar que las tiras
se secaran. Después se aplicaron 100 pl de solucion de revelado por tira que contenia el
sustrato quimioluminescente (ECL Amersham) dilwdo 1:5 en PBS 1X, todo esto en el
cuarto obscuro vy usando un filtro de luz roja. La reaccion se efectud durante 30 seg. v se
elimind el exceso de revelador para después exponer durante | min. una placa de rayos X v

finalmente revelar para observar los polipéptidos antigénicos reconocidos por los acs de los
pacientes.
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis estadistico utilizando el indice de concordancia de “kappa” ()
el cual es un parametro estadistico que se emplea para medir la correspondencia entre dos
pruebas (IET y PCI) ante una variable dicotomica (positivo+, negativo-) (Dawson, 1990).
Se define como la concordancia mas alla de la probabilidad divida entre la cantidad de

concordancia posible mas alla de la probabilidad:

donde O es la concordancia observada y C la concordancia por probabilidad.

Segtin Dawson, 1990 los valores de x pueden agruparse de la siguiente manera:

0-02 malo

0.21-04 regular

041-0.6 bueno

0.61 - 0.8 | muy bueno

0.81-0.9 perfecto
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7. RESULTADOS

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se analizaron extractos de alergenos glicerinados proporcionados por los
Laboratorios Aphi S.A. de C.V. en una dilucion 1:10 de Dermatophagoides pteronyssinus,
Fraxinus americana 'y Helianthus annus. Los rendimientos de proteina cuantificados por el
Método de Lowry se muestran en la Tabla 7, en donde se observa la variabilidad existente

en los extractos de diferentes lotes y se muestra el lote utilizado para los ensayos de IET.

LOTE D. pteronyssinus | I'. americana | H. annus
1 7.80 6.48 2.20
2 5.60 7.86 3.35
3 4.63 7.80 5.63
4 5.20 7.30 3.70
5 *7.05 * 8.80 * 560
PROMEDIO 6.06 7.65 4.10

Tabla 7. Concentraciones de proteina extraidas a partir de alergenos glicerinados cuantificadas por el Método de
Lowry. Las concentraciones estdn expresadas en pg/ul. * Lote utilizado en ¢l presente estudio.

ELECTROFORESIS (PAGE-SDS)

Cuando se evaluaron los perfiles electroforéticos de la proteinas extraidas de
Dermatophagoides pieronyssinus, Fraxinus americana y Helianthus annus a partir de
alergenos glicerinados provenientes de diferentes lotes, observamos que a pesar de que los
contenidos de proteina se mantuvieron similares en el proceso de extraccion, los perfiles
proteicos en los geles variaban de lote a lote. Lo anterior ocurrié principalmente para el
extracto del acaro del polvo, mientras que en los extractos de los polenes no se observaron
cambios importantes. Se realizaron geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato

sédico, corriendo 50 pg de proteina por carril. (Figura 6).
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INMUNODETECCION

Para este estudio se colectaron 20 sueros positivos para cada alergeno estudiado por
medio de PCL, va que ésta prueba es utilizada en la pracnica climca. Dicha prueba es capaz
de identificar sujetos alérgicos pero no permite identificar la naturaleza de los alergenos
involucrados en la respuesta alérgica, ya que solo es capaz de evaluar el mvel de respuesta
de inflamacion localizada por ¢l tamafio de la roncha producida. Asi esta prucba evalua
con cruces de 1-4 la comparacion entre el control positivo de histamina y negativo de
solucion de Evans (solucion amortiguadora salina) la alergia hacia un antigeno
determinado. Todos los pacientes positivos de este estudio tuvieron resultados positivos de
3 a 4 cruces segun ¢l criteno del médico alergdlogo. Dichos sueros fueron utilizados en los
ensayos de IET para evaluar la respuesta inmune utilizando un comyugado anti-lgGs totales.

De los 20 sueros utihzados 15 reconocieron al menos un polipéptido cuando sc
utilizd como antigeno al . preronyssinus, representanto un 75% de reconocimiento. Los
polipéptidos de proteinas reconocidos tuvieron pesos moleculares de 83, 74, 44, 29 v 14
KDa (Tabla 8 y Figura 7). Los sueros provenientes de pacientes con PCI negativa no
reconocieron ningun polipéptido, lo cual garantizo la especificidad de la prucba.

En el caso del polen de I americana s6lo 7 de los sueros dieron resultado positivo,
representando un 35% de reconocimiento. Los polipéptidos reconocidos tuvieron pesos
moleculares de 57, 42 y 14 KDa (Tabla 8 vy Figura 8). Para ¢l caso de H. anmu el
porcentaje de reconocimiento fue igual que el anterior pero con polipéptidos de 27, 36 y 14

KDa (Tabla 8 y Figura 9). Los sueros provenientes de pacientes con PCI negativa tampoco
reaccionanron contra estos extractos,



Alergeno Polipéptidos No. de Porcentaje (%)
reconocidos (KDa) | pacientes
83 15 75
74 15 75
D. pteronyssinus 4 3 15
14 2 10
29 1 5
. 57 5 25
I americana 42 3 15
14 1 5
27 4 20
H. annus 36 2 10
14 1 5

Tabla 8. Porcentajes de reconocimiento de proteinas de alergenos por sueros de pacientes atopicos utilizando cl
conjugado anti-1gGs totales.

Se realizaron experimentos utilizando conjugados anti-IgE acoplados a peroxidasa
(KPL) y a fosfatasa alcalina (American-Qualex y Southern Biotechnology Associates Inc.),
aplicando las condiciones de incubacion y lavados utilizadas para revelar acs IgGs. Con
ninguno de los tres conjugados -fué posible el reconocimiento de los acs IgE, mediante
reacciones coloridas, ya que se mostraban un alto grado de inespecificidad (Figura 10), que
no permitio diferenciar entre sueros positivos y negativos. Por otro lado cuando se
utilizaron las condiciones descritas por Karlsson en 1991 para revelar acs IgE se

obtuvieron nuevamente resultados inespecificos (Figura 11).

QUIMIOLUMINISCENCIA
Debido a la inespecificidad encontrada con los conjugados anti-IgE se realizaron
experimentos revelando por agentes quimioluminiscentes (Huang,1997). En estos ensayos

solo se utilizaron algunos de los sueros (8) con la finalidad de estandarizar el método,
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encontrando que se pueden reconocer polipéptidos de proteinas de 14, 29, 34, 42, 48 y 63

KDa para F. americana, los cuales permiten diferenciar entre sueros positivos y sueros

negativos (Figura 12).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 una prueba estadistica con el indice de concordancia de x la cual evalua
la correspondencia entre los resultados obtenidos mediante IET y PCI, ante una variable
dicotdomica (positivo +, negativo-). Los resultados se muestran en la Tabla 9 para 1.

pteronyssinus y en la Tabla 10 para F. americana 'y H. annus.

PC
4 - T

IET | + 15 0 15

- 5 20 25
T 20 20 40

Tabla 9. Prucba estadistica de X para cvaluar la concordancia de los resultados obtenidos por IET y PCI en pacientes
alérgicos hacia D. pteronyssinus; + sc reconocié al menos un polipéptido, - no se renocié ningun polipéptido.

PC
£ | = T
IET| + | 7 | o 7
-l 13| 20| 33
T | 20| 20 | 40

Tabla 10. Prueba cstadistica de K para evaluar la concordancia de los resultados obtenidos por IET y PC cn pacientes
alérgicos hacia I americana y H. annus; + sc reconocio al menos un polipéptido, - no sc renocié ningun
polipéptido.

Se obtuvo un valor de 0.844 en la prueba estadistica de x cuando se utiliz6 como
antigeno al D. pteronyssinus, el cual dentro de la clasificacion de Dawson en 1990 nos
indica que la concordancia entre las PCls y el IET para el acaro es muy buena y no es

debida al azar.
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Para los polenes se obtuvo un valor de 0,593 tanto para I, americana como para f{.
annus, esie dentro de la clasificacion de Dawson en 1990 nos indica que la concordancia

entre las PCls v el IET para estos polenes es buena v no es debida al azar,
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EXTRACCION DE PROTEINAS CON ACETONA A PARTIR DE
ALERGENOS GLICERINADOS

&y 5

Figura 6. Andlisis por PAGE-SDS de proieinas obtenidas de alergenos
olicerinados, provenientes de diferentes lotes. Los marcadores de peso molecular
s¢ muestran en el Carril 1.- (albumina bovina 66 KDa, albumina de huevo 45 KDa.
anhidrasa carbonica 29 KDa v a lactoalbumina 14.2 KDa). Camil 2 v 5.-
Dermatophadoides pteronyssinus, Carril 3 v 6.- Fraxinus americana, Carril 4 vy 7.-
Helianthus annus. En todos los casos se utilizaron 50 pg de proteina‘carnl, las cuales
fueron extraidas con acetona al 100%. La concentracion de poliacrilamida en el gel
fué al 10%. La comida electroforética se efectud a 100V durante 10 miny a 140V,
durante 1.5 hrs, a 4°C. La tuncion del gel se realizd con una solucion de Azul de
Coomassie al 0.1%.
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INMUNODETECCION DE ANTIGENOS DEL ACARO DEL POLVO (Dermatophagoides pteronyssinus)
UTILIZANDO SUEROS DE PACIENTES ATOPICOS

1. 2 3 &4 5 & 7 g 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
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Figura 7. IET de antigenos reconocidos en el extracto purificado de Dermatophagoides pteronyssinus. 1.0os marcadores
de peso molecular se muestran en el Carril 1.- (albumina bovina 66 KDa, albumina de huevo 45 KDa, anhidrasa carbonica
29 KDa. y « lactoalbumina 14.2 KDa). Carriles 2-17 sueros de pacientes atopicos positivos al acaro en PCI. Carriles 18-22
sueros negativos. La dilucion del suero utilizada fué 1:10: se utilizé un conjugado anti-IgGs totales acoplado a peroxidasa a
una dilucion 1:1500. En todos los casos se utilizaron 36 ng de proteina/carril. Las condiciones de incubacion, lavados y
revelado fueron de acuerdo a lo descrito en materiales v métodos.
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INMUNODETECCION DE ANTIGENOS DEL POLEN DEL FRESNO (Fraxinus americana) UTILIZANDO
SUEROS DE PACIENTES ATOPICOS
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Figura 8. IET de antigenos reconocidos en el extracto purificado de Fraxinus americana. 1.os marcadores de peso
molecular se muestran en el Carril 1.- (albumina bovina 66 KDa, albumina de huevo 45 KDa, anhidrasa carbonica 29 KDa, y
a lactoalbumina 14.2 KDa). Carriles 2-8 sueros de pacientes atopicos positivos al fresno en PCI. Carriles 9-13 sueros
negativos. La dilucion del suero utilizada fue 1:10; se utilizo un conjugado anti-IgGs totales acoplado a peroxidasa a una
dilucion 1:1500. En todos los casos se utilizaron 36 pg de proteina/carril. Las condiciones de incubacion. lavados y
revelado fueron de acuerdo a lo descrito en material y metodos.
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INMUNODETECCION DE ANTIGENOS DEL POLEN DEL GIRASOL (Helianthus annus) UTILIZANDO
SUEROS DE PACIENTES ATOPICOS

1L 2 3 45 B 7 B 9 10 11 12 13
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Figura 9. IET de antigenos reconocidos en el extracto purificado de Helianthus annus. Los marcadores de peso
molecular se muestran en el Carril 1.- (albumina bovina 66 KDa. albumina de huevo 45 KDa, anhidrasa carbonica 29 KDa. v
o lactoalbumina 14.2 KDa). Carriles 2-8 sueros de pacientes atopicos positivos al girasol en PCI. Carriles 9-13 sueros
negativos. La dilucion del suero utilizada fué 1:10; se utilizo un conjugado anti-IgGs totales acoplado a peroxidasa a una
dilucion 1:1500. En todos los casos se utilizaron 36 pg de proteina/carril. [.as condiciones de incubacion. lavados y revelado
fueron de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos.



INMUNODETECCION DEL POLEN DEL GIRASOL (Helianthus annus)
UTILIZANDO CONJUGADOS ANTI-IgE.

Figura 10. IET de antigenos reconocidos en el extracto purificado de Helianthus
anpnus. Los marcadores de peso molecular s¢ muestran en ¢l Carril 1.- (albumina
bovina 66 KDa, albumina de huevo 45 KDa, anhidrasa carbdénica 29 KDa v o
lactoalbumina 14.2 KDa ). Carril 2-8B.- sueros de pacientes atopicos positivos al
girasol en PCI (+), sueros negativos (-) y blanco (B). La dilucidon del suero utilizada
fué 1:10; se utilizd un con conjugado anti-lgE acoplado a fosfatasa alcalina a una
dilucion 1:1500. En todos los casos se wlilizaron 36 ug de proteina‘carnl. Las
condiciones de incubacion, lavados v revelado fueron de acuerde a lo descrito en
material y métodos,
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INMUNODETECCION DEL POLEN DEL GIRASOL (Helianthus annus)
UTILIZANDO CONJUGADOS ANTI-IgE
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Figura 11. IET de antigenos reconocidos en el extracto purificado de Helianthus
annus. Los marcadores de peso molecular se muestran en el Carril 1.- (albumina
bovina 66 KDa, albumina de huevo 45 KDa, anhidrasa carbonica 29 KDa y «
lactoalbumina 14.2 KDa ). A).- Conjugado acoplado a peroxidasa (KPL). B).-
Conjugado acoplado a fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology) C).- Conjugado
acoplado a fosfatasa alcalina (American Qualex). Se utilizaron sueros de pacientes
atopicos positivos al girasol en PCI (+). Sueros negativos (-). Blanco (B). La
dilucion de los sueros utilizadas fueron 1:4, los conjugados se utilizaron 1:500. En
todos los casos se utilizaron 36 pg de proteina/carril. Las condiciones de incubacion,
lavados y revelado fueron de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos.
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INMUNODETECCION DE ANTIGENOS DEL POLEN DEL FRESNO
{ Fraxinus americana) UTILIZANDO QUIMIOLUMINISCENCIA
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Figura 12. Perfil de antigenos reconocidos en el extracto purificado de Fraxinus
americana utilizando quimioluminiscencia. Los marcadores de peso molecular se
muestran en €l Carril 1.- (albumina bovina 66 KDa, albumma de huevo 45 KDa,
anhidrasa carbonica 29 KDa v @ lactoalbumina 14.2 KDa ). Carniles 2-9.- sueros de
pacientes atopicos positivos al fresno en PCL La dilucion del suero utilizada fue
1:10; se utilizd un conjugado anti-lgE acoplado a peroxidasa a una dilucion 1:1500
Para ¢l revelade se utilizdé un sustrato quimioluminiscente diluido 1:53 (ECL.
Amersham). En todos los casos se¢ utibzaron 36 pug de |‘.|r-.=-l=.‘il'|a.'.'l_'u:|'l'Jl. | LT
condiciones de incubacion, lavados v revelado lueron de acuerdo a lo descrito én
materiales v métodos
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8. DISCUSION

La estandarizacion para la punficacion de los extractos de alergenos es un
procedimiento importante para la identificacion de antigenos en los extractos punificados
de diferentes alergenos, va que estos presentan mezclas complejas de proteinas con peso
molecular y propiedades distintas. Debido a lo anterior, uno de los objetivos del presente
trabajo fue identificar las principales proteinas antigénicas, contenidas en exiractos
glicerinados de Dermatophagoides pteronyssinus (acaro del polvo). Fraxinus americana
(fresno) v Helianthus annus (girasol), que son reconocidas por sueros de pacientes
atopicos mexicanos, por medio de ensayos de IET, utilizando conjugados especificos
anti-1gGs e 1gE totales.

Las variaciones observadas en el analisis electroforético pueden deberse a que tal
vez durante ¢l proceso de extraccion se havan perdido proteinas, como resultado de a una
precipitacion insuficiente o también a la vanabilidad existente en los extractos desde el
momento de su produccion. Debido a esta variabilidad, al momento de estandarizar la
técnica, los ensayos de IET se realizaron con extractos de alergenos procedentes del mismo
lote tanto para los polenes como para el dcaro.

En los ensayos de inmunodeteccion 15 de los pacientes que dieron resultado
positivo para el caro reconocieron a nivel de lgGs polipéptidos de 83 v 74 KDa, Esta
ultima proteina estd muy cercana al peso molecular de la proteina reportada en los estudios
de Platts y colaboradores en 1993, los cuales demuestran la existencia de una Amilasa del
acaro de 60 KDa, a la cual se le denémino como Derp [V. La proteina de 83 KDa no esta
reportada como antigeno inmunodominante para el acaro, por lo que es posible que se trate
de un antigeno exclusivamente reconocido por poblacion mexicana. También se
reconocieron en menor porcentaje proteinas de bajo peso molecular de 24 v 14 KDa; la
primera es igual en peso molecular al antigeno Der pf, clasificado dentro del grupo | de los
alergenos domunantes del acaro; la secgunda tienen el mismoe peso molecular que el

antigeno Der pll ubicado dentro del grupo 11 {Platts, 1995). Para el caso de los pacientes
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alérgicos a 1), pieronyssinus la sensibilidad no s6lo se evalud por PCI, sino que ademas se
les realizd un Reto Masal con lo que se corrobord que el paciente era alérgico al acaro. Lo
anterior nos explica el porcentaje de reconocimiento que se obtuvo [ preronyssinus en
IET, ademis coincide con lo reportado por la literatura en donde se menciona que una gran
cantidad {60 al 90%) de pacientes son sensibles hacia este alergeno, tanto en Mexico como
en ofros paiscs.

No existen reportes que nos indiquen cuales son los alergenos inmunodominantes
presentes en /. americana y H. annus. Sin f.*n'ul:mré.;+ existen estudios sobre otros polenes
de arboles, arbustos, flores, etc. en donde podemos observar que las proteinas de estos
alergenos se encuentran dentro de un rango de peso molecular de 10 a 70 KDa
(Pastorello, 1994, DiFelice, 1994, Leduc-Brodard,1996). Las proteinas del fresno vy del
girasol reconocidas por los sueros de los pacientes atdpicos de este estudio, se ubicaron
dentro del rango de peso molecular mencionado. El que los valores de x obtenidos para
polenes hayan sido inferiores en comparacion con ¢l del acaro, se debid principalmente a
que el porcentaje de pacientes que son sensibles hacia polenes es menor (30%) en
comparacion con el acaro (80%). Otra explicacion es que aiun cuando los pacientes estaban
sensibilizados hacia los polenes estudiados y presentaron reactividad cutanea, no se puede
descartar la posibilidad de que los pacientes hayan reaccionado hacia otro tpo de
componentes en los extractos utilizados que por si solos pueden actuar como uritantes en
este npo de pacientes hipersensibles, Ademis, este estudio se realizd en el periodo
comprendido entre Septiembre v Diciembre de 1996 v la época de polimzacion en México
del fresno es en Mayo y principios Junio, v para el girasol es en Julio ¥ Agosto (Orozco,
1992}, por lo cual la toma de muestra pudo influir en que los pacientes tuvieran poca
exposicion al alergeno y por lo tanto miveles bajos de acs circulantes al momento de
realizar el estudio.

En el presente estudio se analizo la respuesta inmune humoral generada contra
alergenos a mivel de lgGs en pacientes atopicos. El reconocimiento de polipéptidos

obtenido con anti-lghs, es posible que se trate del 1sotipo IgG, . pero no se puede descartar
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la posibilidad de que ¢l reconocimiento haya sido por el isotipo IgG, ya que este isotipo de
lgG es ¢l mas abundante en el suero, por lo que seria importante utilizar en estudios
posteriores un conjugado especifico para lpgG, . Por otro lado también se pretendio evaluar
la respuesta a nivel de IgE, sin embargo ain cuando se unlizaron una gran vanedad de
condiciones y tres conjugados anti-lgE de diferentes proveedores, no fué posible el
reconocimiento especifico de acs IgE contra proteinas de alergenos por medio de
reacciones colondas. Los conjugados mostraron un alto grado de inespecificidad yva que los
mismos polipépudos en sueros positivos, sueros negativos v blancos (sin suero), fueron
observados indicando que se estaban umiendo directamente a las proteinas fijadas a la
membrana. El uso de condiciones astringentes permitid eliminar algunas de las bandas,
pero el sistema de deteccion continuo siendo inespecifico. Un factor importante que pudo
haber afectado el revelado de acs IgE por este tipo de reacciones son los miveles
extremadamente bajos en el suero (lpg/ml) (Abbas, 1994), ain cuando este tipo de
pacientes tiene elevadas concentraciones de acs IgE-alergeno especificos, es posible que
los receptores de alta afinidad para la IgE ubicados la superficie de células cebadas,
provoquen que esta inmunoglobulina al ser sintetizada sea rapidamente atrapada en la
superficie celular, dando como resultado que los niveles en circulacion disminuyan
considerablemente, y por lo tanto que se necesite de un método altamente sensible para
detectarla.

Debido a que no fué posible reconocer acs del tipo 1gE por medio de reacciones
colondas, se tomo la decision de utilizar quimioluminiscencia, un método mas sensible
(Huang, 1997), para reconocer acs IgE a bajos niveles de concentracion. Los resultados
obtemdos con ésta metodologia no son representativos ya que solo se utilizd una parte de
los sueros (8), por lo que resulta necesario continuar con la estandarizacion de las
condiciones para realizar ensayos de 1ET para IgE en los sueros de pacientes atopicos
Dicho modelo de quiminioluminiscencia se propone como una alternativa a seguir para el

reconocimiento de proteinas alergénicas para estudios posteriores.
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La respuesta inmune depende de varios factores, entre las que tenemos las
caracteristicas propias del antigeno, la via de inmumzacion, la dosis, nempo de exposicion,
suceptibilidad y caracteristicas genéticas del individuo, estas Gltmas determinaran en el
contexto de MHC 1l la respuesta que se genere contra el alergeno. En base a esto es
importante sefialar que los grupos de alergenos reportados han sido descritos en base a
estudios de pruebas cutaneas, RAST, IET, etc. en poblaciones estadoumdenses v
canadienscs con caracteristicas genéticas diferentes a la poblacion mexicana, de ahi que
algunas proteinas de bajo peso molecular (< 25), reconocidas por estas poblaciones no sean
las mismas que se estin reconociendo en nuestra poblacion, en donde hemos encontrado
que se reconocen proteinas a nivel de 1gGs con pesos moleculares mas altos (225).

En el presente estudio no solo se reconocieron algunas de las proteinas antigénicas
presentes en extractos comerciales de alergenos sino que ademas se cumplié con los puntos
1 ¥ 2 de los sistemas de estandanzacion de alerpenos propuestos por la Academia
Amencana de Alergia, la cual propone un sistema de estandanzacion basado en: 1)
Patrones de actividad biologica, mediante titulacion con pruebas cutaneas, 2) Patrones
cuantitativos y cualitativos, que aseguren la presencia de alergenos mayores y menores en
el extracto, mediante técnicas moleculares (PAGE-SDS, IET, RAST). 3) Patrones de
potencia mediante técnicas de inhibicion de IgE, que permutan conservar la misma potencia
alergénica interlote,

En conjunto los resultado obtenidos nos revelan la necesidad de unlizar extractos
alergénicos estandanizados para las pruebas cutaneas, que contengan todos o algunos de los
alergenos inmunodominantes presentes en el material nativo, asi como una
inmunogenicidad consistente v constante que permuta realizar comparaciones de los
resultados obtenidos en diferentes pacientes o en ¢l mismo paciente a través del tiempo.
Esto dltimo resulta importante para lograr un diagnostico confiable para el paciente,
ademas de un conocimiento mas amplio de las proteinas inmunodominantes de acaros y

polenes reconocidas por pacientes atopicos mexicanos,
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9. CONCLUSIONES

-Los pacientes atbpicos mexicanos reconocieron proteinas de 83 (75%), 74 (75%),
44 (15%), 14 (10%) v 29 (5%) KDa de 1). preronyssinus a mivel de 1gGs totales.

-Los pacientes atdpicos mexicanos reconocieron proteinas de 57 (25%), 42 (15%) y

14 (5%) KDa para /. americana a mvel de 1gGs totales.

-Los pacientes atopicos mexicanos reconocieron proteinas de 27 (20 %), 36
(10%) v 14 (5%) KDa para /. annus a mvel de IgGs totales,

-Aunque la respuesta de anticuerpos contra proteinas alergénicas es del isotipo Igk,
se encontrd un alto mivel de respuesta en sueros de pacientes alérgicos a nivel de IgGs

totales contra antigenos de extractos de /). pleronyssinus, F. americana y H. annus,
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11. APENDICE
SOLUCIONES

1.- Trisma base 2ZM pH 6.8 y B B
2422 g - 1000 ml de agua
El pH se ajusta con HCI concentrado.

2 - Dodecil sulfato de sodio (SD5) 200
20 g - 100 ml de agua

3 .- Acrilamida - Bisacrilamida
Acrilamida - 30% - 30 g
Bisacrilamida - 0.8% - 800 g
Se disuelven en 100 ml de agua.

4 - Solucion tefiir geles

Azul de Coomasie - 0. 1% - 500 mg

Metanol absoluto - 50 - 250 ml

Ac. acético glacial - 10% - 100 mi

El azul de Coomasie se disuelve en el metanol absoluto, después se adiciona el
acido acético glacial v se afora a 500 ml,

5.~ Persulfato 10 %
50 mg - 500 pl de agua

.- Gel concentrador BGC 8X (100 ml)
Tris base 2M pH 6.8 - 50 ml
SDS 20% - 4 ml

Apgua - 46 ml

7.- Gel espaciador BGC 5X (200 ml)
Tris base 2M pH 8.8 - 187 .5 ml
SDS 20% - 5 ml
Agua - 7.5 ml
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8 - Amortiguador de cormida pH 8.4 10X (1 It)
Trisma base 30.2 g
Glicina 144.1 g
SDS 20% 50 ml (se agrega después de ajustar el pH)

9 - Solucion para desteriir geles (1 1t)
Alto metanol  Bajo metanol
Metanol absoluto 500 ml 150 ml
Ac. acético glacial 100 ml 100 ml
Se afora a 1000 ml

10.- Amortiguador de cornda de muestra 2X vol/vol (10 ml)
Amortiguador de cormida 1X - 1.25 ml
Gilicerol anhidro - 1 ml
2 mercapto etanol - 0.5 ml
SDS 10% - 1 ml
Azul de bromofenol 0.25 - 0.5 ml
Agua - 575 ml.

11.- Regulador de transterencia
Trisma base -303 g
Glicma- 144 g
Metanol absoluto - 200 ml
Agua - 800 ml
El alcohol se adiciona al final para evitar que se precipiten las sales

12 - Amortiguador de fosfatos salino pH 7.4 10X (PBS 1X) (1 lt)
NaCl-80g
KH, PO, -2g
Na, HPO, H,0-29¢
KCl-2g
Se ajusta el pH a 7.4 con HCl concentrado y se afora a un litro

13- Regulador de blogueo 5%
Leche descremada - 5g
PBS 1X - 100 ml
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14.- Amido negro 0.1%
Amido negro - 0.1 g
Isopropanol - 25 ml
Ac. acético glacial - 10 ml

15.- Sol. para destefiir papel de nitrocelulosa tefiido con amido negro.
Metanol absoluto - 5 ml
Ac. acético glacial - 10 ml
Se afora a 100 ml

16.- Sol. para revelar con peroxidasa (para 12 tiras adicionando 500 pl por tira)
Solucion stock
4-cloro a naftol - 30 mg
Metanol absoluto - 10 ml
Solucion stock - 1 ml
PBS 1X -5 ml
H,0, -2ml
Se prepara al momento de utihzarse

17.- Sol. para revelar con fosfatasa alcalina
Amortiguador Tris pH 9.5
Trisma base - 12,1 g
MpCl, 6H,0-0233 g
Se afora a 1000 ml
NBT (nitro azul de tetrasoho cloruro)
Dimetilformamida - 1 ml
NBT - 30 mg
BCIP (5-bromo-4- cloro-3-indol fosfato de toluidina )
Dimetilformamida | ml
BCIP - 15 mg

En 10 ml de amortiguador se agregan 100 pl de cada una de las soluciones de NBT
y BCIP, Se prepara al momento de utilizarse y se aplican 500 ul por tira,

18.- Sol. para revelar con quimiolumimiscencia 1.5 {peroxidasa)
Sustrato quimicluminiscente (ECL Amersham) 1 - 50 pl
Sustrato quimiolumimiscente (ECL Amersham) 2 - 50 pl
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PBS 1X -4 ml
Se prepara al momento de utilizarse y debe de estar protegida de la luz. Se aplican
100 ul por tira

19.- Sol. de incubacion para el primer anticuerpo
PBS 1X - 100 ml
Suero bovino 2,5% - 2.5 ml

20.- Sol. de lavado para las inmunodetecciones
PBS 1X - 100 ml
Tween 20 0.05% - 50 pl

21.- Inhilmdores de proteasas
PMSF (Fenil Menl Sulfonil Fluorido) 200 uM
0.34 mg - 10 ml de 1sopropanol
Se utilizan 50 pl por cada ml de antigeno

TLCK (N-p-Tosil-Lisina Clorometil Cetona) 1mg/ml
10 mg - 10 ml de HC1 1 pM

EDTA (Etlendinitrolotetracetato) 0.5 M
348 g - 10 ml de agua

TPCK ({L-1-Tosil-2-Fenil-Etilcloromet] Cetona)
30 mg - 10 ml etanol

(18]
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