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ABREVIATURAS

EDTA Etilen diaminotetraacetato disodico

ELISA Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzima
BSA Albumina Sérica Bovina

PBS Amortiguador de fosfatos salino

CBS Solucién amortiguadora de carbonatos

SDS Dodecil Sulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en gel de Poliacrilamida con dodecil Sulfato de sodio

FPLC Cromatografia liquida rapida de proteinas

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion

Ig Inmunoglobulina ya sea clase A, D, E, Gy M

IL Interleucina

PAMPs Patrones moleculares asociados a patégenos

TFA Acido trifluoroacético (por sus siglas en inglés Trifluoroacetic acid)
GINA Iniciativa Global para el Asma

RAST Por sus siglas en inglés Radio Allergo Sorbent Test
ITA Inmunoterapia especifica con alérgenos

ITSC Inmunoterapia especifica subcutanea

ITSL Inmunoterapia especifica sublingual

ITIL Inmunoterapia especifica intralinfatica

PMN Células polimorfo nucleares



TNF

Da

HRP

HCI

Factor de necrosis tumoral por sus siglas en inglés
Daltons
Peroxidasa del rdbano (horseradish peroxidase)

Acido clorhidrico
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RESUMEN

La alergia es un problema a nivel mundial que incluye diversos
padecimientos como el asma, la rinitis, la conjuntivitis entre otros. Las
enfermedades alérgicas tienen un fuerte impacto en la economia de los
servicios de salud de los paises y en la de los pacientes, asi como en la
calidad de vida de los mismos. Para su tratamiento existen diversos
métodos, siendo la inmunoterapia alérgeno-especifica el tratamiento
mas prometedor y seguro a largo plazo.

El polen del roble blanco (Quercus alba) se ha identificado como una
fuente de alérgenos importante; debido a esto es medular aislar,
identificar y caracterizar a las principales proteinas alergénicas para
que asi se logre mejorar el diagndéstico y tratamiento mediante la
inmunoterapia para esta enfermedad.

En el presente estudio se emplearon ensayos de ELISA, Western blot y
técnicas cromatogréaficas para el aislamiento de antigenos alergénicos
del polen de Quercus alba. A través de espectrometria de masas se

identificaron a las proteinas aisladas.



INTRODUCCION

La alergia es un trastorno multifactorial causado por una reaccion de
hipersensibilidad de tipo inmediata, también denominada de tipo I;* Las
reacciones de hipersensibilidad de tipo | abarcan la mayoria de las
reacciones alérgicas comunes como la fiebre del heno, el asma, la
dermatitis atépica y las alergias alimentarias. La Academia Europea de
Alergia e Inmunologia Clinica ha declarado a la alergia como un
“problema publico de proporciones pandémicas”. Se estima que el 20%
de la poblacion mundial sufre alguna enfermedad mediada por IgE, tal
como asma, rinitis, conjuntivitis, eccema atoépico, etc., y se considera
que mas del 50% de los casos de asma en los adultos y alrededor del
80% de los casos de asma infantil, son de origen alérgico, acentuandose

en los paises mas industrializados.?

Las manifestaciones clinicas de las reacciones de tipo | pueden variar en
un rango de condiciones que ponen en peligro la vida como la anafilaxis
sistémica a condiciones localizadas como la fiebre del heno dependiendo
de la via por la que ingrese al cuerpo el alérgeno, asi como la cantidad y
las exposiciones previas del paciente. Estas enfermedades tienen un
fuerte impacto en la economia de los paises y los pacientes; por citar un
ejemplo en México se estimdé que en 2007 se tuvo un gasto de 35

millones de délares (USD) para el tratamiento del asma alérgico.?



En la Ciudad de México (CDMX) un estudio reportado en 2009 mostrd
que la prevalencia de enfermedades alérgicas fue de 42.6% de la
poblacién que asiste a las instituciones de salud.*

Una de las enfermedades alérgicas de mayor impacto es el asma,
definida como una enfermedad crénica no transmisible, multifactorial,
influida por la genética, el medio ambiente y algunos factores sociales.”
El asma es una enfermedad que afecta a todos los grupos de edad. Su
prevalencia estd aumentando en muchos paises, especialmente entre los
nifos. En estudios recientes se indica que el asma afecta entre el 5% y
10% de la poblacién general en paises desarrollados e industrializados,
impactando considerablemente en la calidad de vida de las personas que
la padecen y, por lo tanto, en los sistemas econOmicos y de salud de
estos paises.®

Se tiene registrado que el niumero mundial de muertes por asma es de
alrededor de 180,000 por afo, con una amplia variacibn entre
continentes, regiones, edades y grupos econémicos.’

En el reporte del afno 2017 del proyecto Iniciativa Global para el Asma
(GINA) se menciona que mas de 300 millones de personas padecen
asma a nivel global y la prevalencia ha estado aumentando en paises de
América latina, algo que contrasta con la disminucion observada en

Estados Unidos de América y Europa.®



Aunque se ha visto una disminucion en la mortalidad asociada al asma
en las ultimas décadas debido al uso de farmacos antiinflamatorios,
sobre todo en las zonas de altos ingresos, las enfermedades
respiratorias cronicas se estan convirtiendo en una causa de
discapacidad destacada.’®

El asma en México, como en otros paises, es de las principales
enfermedades alérgicas, siendo una de las 10 primeras causas de uso
de los servicios de salud. La prevalencia de asma varia
considerablemente segun la zona geogréfica, el grupo etario y la
metodologia utilizada para su diagndéstico. En un estudio en 2006,
realizado en la Ciudad de México, se encontré una prevalencia de 6.8%
en nifios entre 6 y 7 afios y de 9.9% en nifios entre 13 y 14 afios.*®

Un estudio en adultos realizado en el afio 2000 mostré una prevalencia
de 1.2% en poblacion abierta’’; mientras que otro, realizado en
pacientes adultos mayores de 65 afos, encontré6 una prevalencia de
asma de 3.6%"2.

La prevalencia global encontrada para el asma en la Ciudad de México
fue de 14.9%."

El asma es una enfermedad heterogénea, caracterizada por la
inflamacion croénica de las vias respiratorias.'® Se define por la historia

de sintomas respiratorios como sibilancias, falta de aire, opresion



toracica y tos que varian con el tiempo y la intensidad, junto con una
limitacion reversible del flujo aéreo respiratorio.®

En el asma alérgico, al igual que en el resto de las enfermedades
alérgicas, se producen anticuerpos de clase IgE especificos a ciertas
proteinas ambientales, los cuales se unen a receptores especificos para
su region constante (FceRl), que son expresados por una variedad de
células del sistema inmune innato, que incluye las células cebadas, los
basoéfilos y los eosindfilos (sensibilizacién). La union posterior del mismo
antigeno a estos complejos (re-exposicion) activa a éstos granulocitos,
induciendo una cascada de sefalizacién que causa que la célula libere el
contenido intracelular de los granulos en el tejido en donde se lleva a
cabo esta activacion, fendmeno conocido como degranulacion. El
contenido de los granulos varia de célula a célula pero tipicamente
incluye la histamina, heparina, proteasas, citocinas y quimiocinas
mediando una respuesta inflamatoria aguda.**

Existen diversos factores asociados al desarrollo del asma, entre los mas
relevantes se encuentran los que son intrinsecos al paciente, como lo es
la predisposiciéon genética a desarrollar respuestas de hipersensibilidad,
la predisposicion de generar reacciones por exposicion a alérgenos, una
mayor susceptibilidad a sufrir afecciones graves en vias respiratorias por
agentes virales y una mayor susceptibilidad a las afecciones provocadas

por la exposicidon a contaminantes ocupacionales o ambientales.
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Aunque también se ha encontrado que factores socioecondmicos, que
junto con los genéticos provocan que la prevalencia de asma sea
significativamente diferente entre los diversos grupos sociales y
raciales.®

Aunque la etiologia de las enfermedades alérgicas no es bien conocida,
se considera que la atopia es el factor de riesgo mas importante para su
desarrollo. La atopia se define como la predisposicibn genética a
desarrollar una enfermedad alérgica con producciéon excesiva de IgE
posterior a la exposicidon a alérgenos especificos, por lo que el riesgo de
desarrollar alergia en individuos atépicos es 10 a 20 veces mayor que en
sujetos no atépicos.*®

Debido a que la etiologia del asma es muy diversa, se ha clasificado en
distintos fenotipos siendo uno de los mas comunes el asma alérgico, el
cual afecta principalmente a nifios y adultos®; el asma ocupacional el
cual estd ligado directamente a las actividades laborales de adultos,
principalmente por la inhalacion de humos, gases, polvo u otras

sustancias potencialmente dafiinas.®

Diagnodstico de alergias
Para diagnosticar una enfermedad alérgica es necesario conocer la
historia clinica del paciente, sus sintomas, asi como comprobar la

relacion de la clinica con la exposicidon alergénica. Las pruebas cutaneas,
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la prueba de cuantificacion de IgE especifica sérica o RAST (Radio
Allergo Sorbent Test por sus siglas en inglés) y/ o pruebas de exposicion

especifica frente al alérgeno sirven para la identificacion de alergias.’

Tratamientos farmacoldgicos actuales y de desensibilizacion
Los tratamientos actuales se enfocan en el alivio sintomatico de las
alergias y son principalmente medicamentos que solo ofrecen un alivio a

corto plazo,*®

mientras que los corticosteroides que ofrecen un alivio
anti-inflamatorio a un plazo mas largo, son insostenibles pues una vez
que cesa el tratamiento se pueden tener reacciones adversas
importantes.*®

Los medicamentos para tratar el asma se pueden categorizar en tres
grupos: los medicamentos para aliviar reacciones agudas o de rescate
que incluyen a los Bz-agonistas de corta duraciéon, los medicamentos de
control que son usados en tratamientos de largo plazo ya que reducen la
inflamacion de las vias respiratorias, controlan los sintomas y minimizan
el riesgo de exacerbaciones que incluyen a los corticoesteroides
inhalados, a los B;-agonistas de larga duraciéon, y las terapias para el
asma severo que son usadas para tratar el asma que permanece sin ser
controlada a pesar de la medicacién con medicamentos de control, estos

ultimos incluyen anticuerpos humanizados contra la Ig (Omalizumab),

contra la IL-4 y contra la IL-5 entre otros.'® Estos medicamentos
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presentan diversos efectos adversos dependiendo de la dosis y el tiempo
de consumo. Los coticoesteroides inhalados pueden provocar sintomas
como candidiasis orofaringea, disfonia, faringitis y hay estudios que
muestran alteraciones en la tasa de crecimiento,?® supresién adrenal en
el eje hipotalamico-pituitario,?* efectos en la densidad mineral de
huesos?? y efectos en el metabolismo de la glucosa.?®

Por otro lado, un tratamiento que tiene como objetivo interferir con el
curso natural de la respuesta alérgica es la inmunoterapia especifica con
alérgenos (ITA).Y

A pesar de gque la inmunoterapia con alérgenos se ha utilizado durante
mas de 100 afios, en las ultimas décadas ha sufrido notables cambios
que han mejorado su eficacia y seguridad, introduciéndose aspectos
como la estandarizacion parcial de los extractos, nuevas vias de
administracion (sublingual, intralinfatica, por ejemplo) o el desarrollo de
comprimidos siguiendo un proceso completo de registro farmacéutico.’
Se ha demostrado que la inmunoterapia especifica reduce los sintomas
clinicos, mejora la calidad de vida y es costo-efectiva. Previene la
progresiobn de la rinitis al asma y el desarrollo de nuevas
sensibilizaciones.’

En general, esta terapia consiste en la progresiva administracion de

cantidades crecientes de un alérgeno al que se es sensible, modulando
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la respuesta inmune IgE-mediada al mismo tiempo, disminuyendo asi la
intensidad de los sintomas y mejorando la calidad de vida.’
Existen dos tipos principales de ITA segun la via por la que se

administra: subcutanea (ITSC) o sublingual (ITSL)Y y mas

recientemente la intralinfatica (1TIL)?*%>%°,

Se piensa que estas vias de administracion presentan mecanismos de
accion comunes, mediante cambios a nivel de la inmunidad celular con
potenciacion de la expresidon de células T reguladoras y reduccién de
linfocitos Th, (caracteristicos de la enfermedad alérgica mediada por la
IgE), una disminucién de su producciéon de interleucinas pro-
inflamatorias (IL-4, IL-5 e IL-13), asi como un bloqueo de la respuesta
ante la exposicion alergénica, posiblemente a través del aumento de la

19G, (Figura 1).%’
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MARCO TEORICO

Hipersensibilidad tipo |

Las mismas reacciones inmunolégicas que nos protegen de infecciones
también pueden infligir una gran cantidad de dafio a nuestras células y
tejidos, causado por una fuerte respuesta innata y/o adaptativa contra
antigenos que representan poca o ninguna amenaza. A estos trastornos
se les denomina hipersensibilidades. Existen cuatro tipos de respuestas
de hipersensibilidad, que se diferencian entre ellas por los mecanismos
inmunoldgicos que estan involucrados en el dafo a los tejidos. La de
tipo | es mediada por inmunoglobulinas de tipo E (IgE) producidas
contra antigenos que no representan riesgo alguno al hospedero. La
hipersensibilidad de tipo Il estd mediada por complejos antigeno-
anticuerpos (IgG o IgM) capaces de activar la cascada del complemento
(complejo multi-proteico presente en forma inactiva en el suero, capaz
de provocar la lisis de bacterias) provocando la llegada de leucocitos
polimorfonucleares, que son los responsables del dafio a los tejidos. Las
reacciones de hipersensibilidad tipo IlIl ocurren cuando se producen
reacciones de anticuerpos con antigenos en la sangre, lo que resulta en
la formacién de complejos antigeno-anticuerpo, los cuales se depositan
en las membranas basales glomerular y/o pulmonar. Aqui, la presencia
misma de estos complejos, ademas de los PMN atraidos por la activacion

del complemento, da como resultado una lesion del tejido y una funcién
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comprometida de éstos 6rganos. Por ultimo, las respuestas de
hipersensibilidad de clase IV son mediadas por respuestas citotdxicas
celulares. Recientemente se han propuestos subclasificaciones a estas
respuestas de hipersensibilidad, dos para la de clase Il y cuatro para la
de clase 1V.?%14

Para el caso de las respuestas de hipersensibilidad de clase | se han
identificado factores de riesgo que predisponen a algunas personas al
desarrollo de estas respuestas. Factores genéticos como la atopia®®
familiares de primer grado con asma o alguna otra enfermedad
alérgica,®! asi como factores como el sexo, bajo peso de recién nacido,
prematuridad, madre joven, retirada temprana de la lactancia materna
exclusiva, hacinamiento doméstico, calefaccion de carbén o madera,
trafico muy congestionado alrededor del domicilio familiar,
contaminaciobn ambiental, peluches, mascotas y humedad en las
habitaciones, son algunos factores sociodemograficos y ambientales que
se han identificado como importantes.3?

Las hipersensibilidades de Tipo | son mediadas por anticuerpos de clase

IgE e incluyen muchas de las alergias comunes a los alérgenos

respiratorios, como el polen y los acaros, alimentos, etc.
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Alérgeno Tipo
FceR paraIgE Alergia y Atopia

Mediador

: N IgE
inmunologico

IgE
alérgeno Y
especifica -,.'.;':-. El antigeno induce la
v union cruzada de IgE
unida a mastocitos y
Mecanismo basofilos con
liberacion de
mediadores
vasoactivos.

Incluye anafilaxia
sistémica y anafilaxia
localizada como
fiebre del heno, asma,
urticaria, alergias
alimentarias y
eccema.

Degranula{cién a5 (Aleréia)

Manifestaciones
tipicas

Figura 2. Mecanismo de accion inmunolégico de las respuestas de
hipersensibilidad de tipo |. (Adaptada y traducida de Kuby, Immunology 7th
Edition 2013).

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo | abarcan la mayoria de las
reacciones alérgicas comunes como la fiebre del heno, el asma, la
dermatitis atopica y las alergias alimentarias. Las alergias o
hipersensibilidades de tipo | se inician por la generacién de anticuerpos
de clase IgE especificos contra antigenos (alérgenos).

Las personas sanas generan anticuerpos de clase IgE como una
respuesta a infecciones parasitarias principalmente; sin embargo, las
personas atdpicas estan predispuestas a generar anticuerpos de clase
IgE contra antigenos ambientales, los cuales son en su mayoria

proteinas o glicoproteinas con multiples epitopes por molécula.*?
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Alérgeno

Histamina
Heparina
Proteasas

CélulaB ' Célula Th2

J{ Alérgeno
B

Célula de musculo liso

Pequefio vaso sanguineo

P

Glandula mucosa

Aminas .
vasoactivas

Receptor Fc
para IgE

Plaugetas sanguineas

/ 1R
[
Célula de memoria Célula plasmatica Célula cebada

Terminaciones nerviosas
sensoriales

&

' Eosinofilos

sensibilizada

IgE
/' alergeno-especifica

Figura 3. Mecanismos inmunoldgicos involucrados en la hipersensibilidad tipo
I. (Adaptada y traducida de Kuby, Immunology 7th Edition 2013).

Para que se produzca una hipersensibilidad se deben presentar dos
fases; la fase de sensibilizacibn y la fase de reexposicion o
hipersensibilidad. En la primera fase la persona entra en contacto con el
alérgeno mediante diferentes vias como la oral o aérea, y se produce
una respuesta inmunoldégica que desencadena en la produccion de
inmunoglobulinas de clase IgE las cuales se unen a los mastocitos que
almacenan histamina (involucrada en los procesos alérgicos) entre otras
sustancias. En esta primera etapa el paciente no presenta sintomas
alérgicos.

En la segunda etapa se dice que la persona ya esta “sensibilizada”,

razén por la cual cuando entra en contacto con el alérgeno, éste se une
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a las las IgE presentes en los mastocitos, lo que deriva en su activacion.
Los mastocitos activados liberan granulos con gran cantidad de
sustancias como histamina, leucotrienos, prostaglandinas, factor
activador de plaquetas, factores quimiotacticos o citocinas, que son los
responsables de la sintomatologia alérgica.?*

Los mediadores moleculares pueden ser clasificados en primarios o
secundarios. Los mediadores primarios son pre-formados y almacenados
en granulos previo a la activacion celular, mientras que los mediadores
secundarios son sintetizados después de la activaciéon celular o liberados
por el rompimiento de la membrana fosfolipidica durante el proceso de
degranulaciéon. Los mediadores primarios mas significativos son la
histamina, proteasas, factor atrayente de eosindfilos, factor atrayente
de neutrdéfilos y la heparina. Los factores secundarios incluyen al factor
activante de plaquetas, leucotrienos, prostaglandinas, bradicininas y
varias citocinas y quimiocinas.™*

Las células cebadas, los basoéfilos y los eosindfilos secretan diversas
interleucinas que incluyen IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, GM-CSF (factor
estimulante de colonias de granulocitos y monocitos por sus siglas en
inglés) y TNF-alfa (factor de necrosis tumoral por sus siglas en inglés).
Las interleucinas IL-4 y IL-13 estimulan la respuesta de Ty2 y asi

incrementan la produccion de IgE por las células B. La IL-5 es
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especialmente importante en el reclutamiento y activacion de los
eosindfilos.**

Antigenos alergénicos

Los antigenos alergénicos o simplemente alérgenos, suelen ser
proteinas, a menudo glicoproteinas (moléculas compuestas por una
proteina y uno o varios hidratos de carbono), o lipoproteinas (proteinas
que transportan los lipidos o grasas). Excepcionalmente, algunos
hidratos de carbono (azucares) pueden también generar anticuerpos,
funcionar como alérgenos y provocar reacciones alérgicas.*

Las propiedades antigénicas, estructurales o funcionales que hacen que
una molécula sea alergénica no son muy bien conocidas, y no todas las
proteinas tienen la capacidad de causar reacciones alérgicas. En general,
las moléculas que han divergido ampliamente en los distintos linajes
evolutivos son potentes alérgenos. Las moléculas que contengan
muchos epitopos (grupo de aminoacidos que se une a los anticuerpos
IgE) tendran mas probabilidades de causar reacciones. El tamafo, la
solubilidad, la similitud molecular a otros alérgenos y la estabilidad
molecular contribuyen también a determinar sus propiedades
alergénicas. El tamafio y la solubilidad son factores importantes,
especialmente para los aeroalérgenos que acceden al organismo a
través de las vias respiratorias. En general, son proteinas de 10-60 mil

Daltons, suelen ser solubles en agua, pues asi se facilita su liberacion en
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la mucosa respiratoria. En el caso de los alérgenos provenientes de
alimentos, su capacidad de resistir altas temperaturas y la digestion de
los fluidos gastricos, es decir su estabilidad, contribuyen en sus
propiedades alergénicas.*®

Los alérgenos provienen de fuentes diversas, plantas, animales,
alimentos, etc. (Tabla 1), lo que va a condicionar la ruta de exposiciéon
mas comun y la sintomatologia clinica que presentara la persona.

Tabla 1. Clasificaciéon de las principales fuentes de alérgenos. (Adaptada de
José Manuel Zubeldia y colaboradores 2012).3°

Alérgenos inhalados (transportados por el aire)
Del exterior:
Arboles (Olivo, Fresno, Abedul, Olmo, Encino, Roble)
Pdlenes Malezas (Pasto inglés, Amaranto, Chenopodium, Hierba de San Juan)
Hierbas (gramineas: ballico, hierba timotea, festuca)

Alternaria, Cladosporium

Mohos
Del interior:
i Domeésticos
Acaros
De almacenamiento
Alternaria, Aspergillus, Penicillium
Hongos
Cladosporium
Gato
Mascotas
Perro
Cucarachas
Insectos
Polillas

Alérgenos ingeridos: alimentos
Frutas
Legumbres
Alimentos vegetales Hortalizas
Frutos secos

Cereales

Leche y derivados
Huevos
Alimentos animales Pescados
Mariscos

Carne de vaca y aves

-21 -



Alérgenos inyectados: picaduras de insectos

Apidos (abejas y abejorros)
Himendpteros
Véspulas (avispa comun, de chaqueta amarilla, avisp6n)

Otros Garrapatas
Alérgenos por contacto

Latex

Otros

Medicamentos Antibiéticos (Cuando la respuesta es mediada por IgE)

Antiinflamatorios (Cuando la respuesta es mediada por IgE)

Entre los principales alérgenos tenemos a los aeroalérgenos, que son
aquellos que son transportados por el aire y por lo tanto se inhalan; la
llegada de los alérgenos a la nariz recae exclusivamente sobre particulas
que tienen un amplio rango de moléculas en adiciéon a las proteinas
alergénicas. Frecuentemente estas moléculas incluyen moléculas
asociadas a patdégenos PAMPs (por sus siglas en inglés pathogen-
associated molecular patterns) que pueden alterar la respuesta. Las
primeras caracteristicas de exposicibn parecen ser las que se
encuentran en la llegada de particulas como los granos de polen o las
heces de acaros, que contiene a ambas, proteinas y PAMPs, pero en
conjunto en baja dosis.®®

Los aereoalérgenos son particulas transportadas por el aire que suelen
ser proteinas o sustancias unidas a proteinas. La mayoria son
glicoproteinas solubles, su Unica caracteristica fisico-quimica, es la de
tener un peso molecular comprendido entre 10,000 y 40,000 daltons

(Da), aunque no es poco frecuente encontrarlos con pesos de hasta
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140,000 Da. Estos aeroalérgenos son inhalados, produciendo cuadros
alérgicos. Las fuentes alergénicas mas frecuentes son: pdlenes, esporas
de hongos, polvo, acaros, epitelio de animales y otras sustancias que
invaden directamente la mucosa respiratoria.®’

Los pélenes son fuentes de alérgenos del exterior. Son gametofitos
masculinos vivos de plantas de tamafio grande (gimnospermas y
angiospermas). Son anemofilos (transportados por el viento) y, en
épocas determinadas (invierno o primavera-verano), se concentran en
el aire. Las plantas que generan poélenes alergénicos se agrupan de la
siguiente manera: arboles, hierbas y malezas. El tamafo del polen oscila
entre 20-60um en los arboles; 30-40um en las hierbas, y entre 5-20um
en las malezas. Pueden causar conjuntivitis, rinitis, asma. Los arboles,
los arbustos y las hierbas liberan estas particulas mindsculas al aire para
fecundar otras plantas y recorren, en ocasiones, varios kilbmetros por el

aire.*®
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Tabla 2. Pélenes encontrados en las décadas de 1940 a 1990 en la Ciudad de
México. Adaptado de Terann y colaboradores (2009)%’

Cuarenta

Alnus
Cupressaceae
Fraxinus
Ligustrum

Mimosa

Pinus
Populus
Quercus

Salix

Ambrosia
Cheno-Am
Heianthus

Plantagolanceolata
Resedaluteola
Rumex

Capriola dactylan
Zea mays

Setenta
Arboles

Alnus
Cupressaceae
Eucalyptus
Fraxinus
Pinus

Malezas

Artemisa
Cosmos y Helianthus
Rumex

Pastos

Capriola
Lolium

Ochenta

Abies religiosa
Alnus
Betulaceae
Burseraceae
Callistemon
Casuarina
Corylus
Eleagnaceae
Eucaluptus
Fraxinus
Ligustrum
Morus
Pinus
Populus
Quercus
Salix
Schinus molie
Taxodium

Ambrosia
Chenopodium
Cheno-Am
Compositae
Eupatorium
Urticaceae

Gramineae
Typha
Zea mays

Noventa

Abies religiosa
Acer
Alnus

Arbutus
Callistemon
Casuarina equisetifolia
Cup-ju
Eucalyptus
Fraxinus uhdei
Jacaranda
Juglans
Ligustrum

Liquidambar

Pinus
Populus
Quercus

Salis

Schinus mole

Cheno-Am
Compositae
Cruciferae
Daucus
Leguminoseae
Liliaceae
Morus
Diplandra
Rumex
Urticaceae

Cyperaceae

Gramineae
Typha
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ANTECEDENTES

Quercus alba
1. Caracteristicas

Quercus alba o roble blanco es un &rbol perteneciente a la familia
Fagaceae, cuyo polen se ha identificado como una fuente de alérgenos
clinicamente relevante. Los robles, que forman el género Quercus, son
abundantes arboles resistentes de bosques caducifolios en América del
Norte, Europa y Asia. Hay aproximadamente de 500 a 600 especies en
todo el mundo, 250 en el hemisferio occidental, mas de 150 en México y
70 en los Estados Unidos y Canada.®®

Los robles generalmente se clasifican en 2 tipos, Blanco o Rojo. Entre
las especies, el roble blanco (Quercus alba) es el mas comun. Esta muy
extendido en el noreste de América. Las especies relacionadas se

distribuyen ampliamente en el hemisferio norte y se encuentran en las

montanas de México.

Figura 4. Imagen de un
ejemplar de Quercus alba
mostrando en la misma el tipo
de follaje que tienen estos
arboles. (Foto obtenida y editada
de
http://www.carolinanature.com/t
rees/qual.html)
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El roble blanco es un arbol caducifolio de tamafio mediano a grande, que
alcanza comunmente de 18 a 24 m de altura. Individualmente pueden
crecer a mas de 30 m de altura y superar los 1.5 m de diametro. El
roble blanco es de crecimiento lento y puede vivir hasta 600 afos. Las
flores son de 2 tipos: el macho, en amentos caidos de 2.5 a 8 cm de
largo; y la hembra, que aparece mas tarde, ya sea solo o en pares en
tallos cortos, y produciendo como fruto una bellota de 1.5 a 2.5 cm de
largo. Las bellotas generalmente se llevan en pares.*°

Los robles son polinizados por el viento. La floracion generalmente
ocurre en primavera, cuando las nuevas hojas se estan alargando, pero
varia segun la latitud, las condiciones climaticas y la composicidon
genética de los arboles individuales. En el hemisferio norte, la floracién
puede ocurrir en cualquier momento desde finales de marzo hasta mayo
0 junio. Tres distintas olas de floracion (temprano, medio y tardio) han
sido reportadas. En general, el polen se elimina en 3 dias, pero los
vientos ligeros pueden acelerar el desprendimiento y el clima lluvioso
prolongado puede retrasarlo. Los robles arrojan copiosas cantidades de
polen, mas que cualquier otra planta, pero generalmente viaja a menos
de 200 m. El polen de roble es de relevancia clinica en gran parte de

Estados Unidos y México.*®*+*?
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2. Alergenicidad del polen de Quercus alba
Los estudios realizados a la fecha sugieren que el polen de roble blanco
contiene multiples proteinas que son potencialmente alergénicas.*®
Aparentemente, no todas las especies de Robles son igualmente
alergénicas; por ejemplo. El polen de Quercus ilex, aunque es producido
en cantidades considerables, no se encontré6 que sea causante de
alergias.**
Los siguientes alérgenos provenientes del polen de Quercus alba se han
caracterizado:
e Que a 1, es una proteina de 17 kDa, perteneciente al grupo 1 de
alérgenos, que son un grupo de proteinas homoélogas al alérgeno
de Betula verrucosa Bet v1, cuya funcién biolégica es de

proteccién contra patégenos.*>46:47:48.49

e Que a 4, es una proteina pequefia de unos 9 kDa perteneciente a
la familia de las polcalcinas, proteinas de unién a calcio que
participa en diversos procesos biolégicos modulando las funciones
del Ca* tanto a nivel intracelular como extracelular.*>:>°

e Que a 2, es una proteina pequefia de 14 kDa perteneciente a la
familia de las profilinas, la cual se ha encontrado presente en
todas las células eucariontes en donde se ha buscado a la fecha.

Se sabe que es una de las proteinas mas importantes para el

rearreglo del citoesqueleto, regulando Ila polimerizacion-
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despolimerizacién de actina, aunque se sabe que también podria
estar involucrada en algunos procesos de sefializacion intracelular.
Su amplia distribucién filogenética provoca que sea una de las
proteinas alergénicas involucradas en los fendmenos de
reactividad cruzada entre diversas fuentes alergénicas,

principalmente pélenes y frutas.*>*’

El alérgeno Que a 1 se purificé a partir de un extracto de polen de roble
y se evaludé en 16 sujetos sensibilizados al polen de roble. Que a 1
mostré una identidad de secuencia de 58-74% con otros alérgenos de

clase 10 relacionados con la patogénesis.*®

3. Posible reactividad cruzada

Algunos de los alérgenos del polen en las diversas especies de roble
provocan reacciones de forma cruzada entre si, mientras que otros son
Unicos para su propia especie.

En Sapporo, Japén, muchos pacientes alérgicos al polen de abedul se
quejaron de los sintomas tipicos después de la temporada de polen de
roble. Esto se ha atribuido a las personas alérgicas al polen de abedul
afectadas por la polinosis de roble debido a la reactividad cruzada entre
el polen de abedul y roble.**

Los podlenes del abedul, aliso, cuerno, avellana y roble contienen

alérgenos que comparten epitopos de unién a IgE con Bet v 1 y Bet v 2.

-28 -



Una combinacion de Bet v 1 y Bet v 2 represento el 82% de la union de
la IgE especifica de polen de arbol en un estudio europeo. La mayoria de
los anticuerpos IgE especificos del polen de los arboles se dirigieron
contra rBet v 1;*’ De forma similar, se ha encontrado que la reactividad-
cruzada con IgE de pacientes entre el abedul y el polen de arboles
relacionados como el roble, es de alrededor del 75%, lo que demuestra
la importancia clinica de estos arboles.*® Por lo tanto, en las regiones
donde el &rbol de roble es una fuente importante de aeroalérgenos
dominante o significativo, las pruebas de sensibilizacion a miembros de
Abedul, Aliso, Haya u otros miembros de Fagales pueden ser positivas

como resultado de mecanismos de reactividad cruzada.>?

4. Relevancia clinica del polen de Quercus alba
El polen de roble es uno de los causantes importantes de rinitis alérgica
y asma.53’54’40’41
El polen de roble afecta a personas sensibilizadas alrededor de todo el
mundo. En Madrid, Espafia, el nivel méas alto de polen en el aire desde
1979 hasta 1993 fue de las especies de Quercus (17%)*'. El polen de
Quercus también ha demostrado ser significativo en Ciudad de México>°,

Zurich®®, Japén®’, Corea®®, Tampa, Florida®, la Peninsula Ibérica®® y

Ciudad del Cabo, Sudéafrica®.
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En un estudio realizado en 10 grandes ciudades canadienses, se
determindé el impacto de las concentraciones diarias de diferentes
polenes de arbol y la asociacion entre las hospitalizaciones diarias por
asma, encontrandose que con un aumento intercuartilico en la
concentracion diaria del polen de Quercus y Castanea, el porcentaje de
hospitalizaciones diarias por asma aumenta en un 2.32%.°?

La exposicion al polvo de la madera del roble también puede conducir al
desarrollo de dolor de garganta e hiperreactividad bronquial. Lo que
pude llevar al desarrollo de asma ocupacional y rinitis en trabajadores

de la madera de roble.®3
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PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

Al ser un problema, frecuente y cada vez mas grave, que afecta a
personas de todas las edades y condicién social, el asma y los procesos
alérgicos cobran una mayor importancia en la sociedad debido a su
impacto econdmico, en los sistemas de salud y social. Con la
inmunoterapia alérgeno especifica se pretende ofrecer una alternativa
duradera, carente de la mayoria de efectos secundarios que ofrecen los
tratamientos farmacolégicos actuales y que mejore la calidad de vida de
los pacientes. En esta tesis se busca identificar a los principales
alérgenos alergénicos de Quercus alba como un paso para alcanzar

dicho fin.
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HIPOTESIS

Los antigenos alergénicos reconocidos por las IgE del suero de pacientes
alérgicos al polen de Quercus alba pueden ser aislados por métodos

cromatograficos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar, aislar y caracterizar parcialmente los principales antigenos
alergénicos del polen de Quercus alba que sean reconocidos por las IgE
del suero de pacientes de la Ciudad de México que son alérgicos a este

polen.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la presencia de IgE especificas contra antigenos
alergénicos del polen de Quercus alba en un banco de sueros de
pacientes alérgicos.

2. Determinar cuales son los antigenos alergénicos que son
reconocidos por las IgE de la mayoria de los pacientes alérgicos al
polen de Quercus alba.

3. Aislar y caracterizar parcialmente a los principales alérgenos

presentes en el polen de Quercus alba.
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MATERIALES

Como fuente de alérgenos se empled un extracto comercial
estandarizado del polen de Quercus alba (White Oak) ALK-Abello© con
una concentracion de proteinas totales de 6.23 mg/mL.

Se analizaron 220 sueros de un banco proveniente de pacientes
alérgicos a distintos polenes, de diferentes instituciones de salud de la
Ciudad de México.

Para la cromatografia de exclusibn molecular se empledé una columna
Superdex 75 (10/3006L) con limites de exclusibn de 10-75 KDa vy
volumen de cama de 24 mL.

Para la cromatografia de intercambio iénico se utilizé la columna Mono-
Q 5/50 GL 0.9 mL (intercambio anidnico).

Para la cromatografia de fase reversa acoplada a HPLC se utilizé una

columna ZORBAX SB-C18 Agilent 5um 2.1 x 50 mm.
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METODOLOGIA

1. Caracterizacion de alergenicidad
a. Generacion del banco de suero de pacientes alérgicos.
Se realizaron pruebas cutdneas en distintos hospitales y centros
médicos de la Ciudad de México utilizando un panel de entre 17 y 46
extractos alérgenicos, entre ellos el extracto comercial del polen de
Quercus alba (White Oak).
Los criterios que se tomaron en cuenta para incluir a los pacientes en el
estudio fueron:
e Pacientes con enfermedad alérgica (asma, rinitis, en cualquiera
de sus estadios, conjuntivitis, dermatitis atopica).
e Edad entre 5 a 70 afos.
¢ Residentes en la zona metropolitana de la Ciudad de México.
e Cualquier género
e Firmar la carta de consentimiento informado para ingresar al
estudio y en caso de ser menor de edad el consentimiento de su
padre o tutor.
Los criterios de exclusion fueron:
e Embarazo confirmado.
e Uso de terapia esteroidea tépica o sistémica, antihistaminicos
topicos o sistémicos dos semanas previas al ingreso al estudio.

e Antecedente de inmunoterapia en el ultimo afio.
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e Presencia de urticaria o dermografismo.
e Residencia menor a un afo en la ciudad de México.
e Presencia de sintomas de crisis de asma en cualquiera de sus
estadios.
e Tratamiento con astemizol los dos Uultimos meses previos al
estudio.
e Que no acepten firmar el consentimiento informado.
e Antecedentes personales de inmunodeficiencias severas.
¢ Lesiones dermatolégicas patoldgicas en lugar de puntura.
e Presencias de tatuajes o cicatrices en lugar de puntura.
e Procesos infecciosos dérmicos en lugar de puntura.
Los criterios de eliminacion fueron:
e Ausencia de aparicion de eritema a la aplicacion del control
positivo.
e Ausencia o habén menor de 3mm en la aplicacion del control
positivo.
e Reaccion al control negativo.
El procedimiento por el cual se realizé la prueba cutanea fue mediante
“Skin Prick Test”. Previamente a realizar la prueba, se le explico al
paciente, o el tutor en caso de que fuera menor de edad, en que
consiste el estudio y se le solicito firmar la carta de consentimiento

informado, se realiz6 una asepsia en el lugar de puncién (regiéon anterior
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del antebrazo, posicion central, iniciando a 3 cm de la articulaciéon
humero radial e igual distancia de la articulaciéon radio carpiana), con
una torunda de algodén con alcohol al 70% en barridos verticales sin
pasar mas de una vez cada transepto definido. Posteriormente se
realizaron marcas lineales de forma horizontal de 3 cm de longitud y de
separacion entre cada linea, se aplic6 una alicuota de cada alérgeno,
después se procedié a puncionar la piel sobre la alicuota mediante la
lanceta para prueba de Prick y se realizé un ligero rascado siguiendo las
recomendaciones dadas por el comité de pruebas cutaneas de la
Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI).%*

Una prueba cutanea se consideré positiva cuando al comparar los
resultados con el control negativo, la papula tuvo un diametro =23 mm

de dicho control.

b. Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford
Este método involucra la union del colorante Azul Brillante de Coomasie
G-250 a las proteinas, provocando un cambio en el maximo de
absorcion de 465 a 595nm y se monitorea midiendo el incremento en la
absorcién a 595nm. El ensayo es muy reproducible y rapido.®®
El procedimiento consistié en afadir a 1 tubo Eppendorf 33 pL del
extracto diluido 1:10, por duplicado y afadir 1mL del reactivo de

Bradford. Se realiz6 el mismo procedimiento con los blancos afiadiendo

-37 -



s6lo PBS vy el reactivo de Bradford. Se incub6é durante 15 minutos para
permitir la reaccion y se procedié a leer la absorbancia a 592 nm. Se
construyé una curva de calibracion con BSA con concentraciones de
proteina total de 150 a 750 ug/mL y los datos de absorcion a 595 nm y
concentracion se utilizaron para obtener una ecuacién de una recta que
describiera los mismos. Para determinar la concentracion de proteinas
totales del extracto alergénico, los valores de absorcion a 595 nm fueron
utilizados en la ecuacién obtenida en el ajuste de datos de la curva

patrén.

c. Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzima (ELISA)
Se adsorbieron por duplicado 5 ug de proteinas totales del extracto total
del polen de polen de Quercus alba en una placa para ELISA (Corning
Costar® de 96 pozos) diluidos en 50 uL amortiguador de carbonatos
(CBS) pH 9.6. La placa se incub6 durante toda la noche (ON) a 4 °C. Los
pozos se lavaron tres veces con un amortiguador de lavado (fosfatos
salino (PBS) pH 7.4 con 0.05% de Tween 20). Los pozos se blogquearon
por 2 horas a temperatura ambiente (TA), con una suspension de leche
descremada (Svelty®) al 2% en PBS adicionado con 0.05% Tween 20.
Posteriormente, los pozos se incubaron por duplicado con 50 uL de
sueros de pacientes alérgicos diluidos 1:10 en soluciéon de blogueo, se

incubd la placa por 1 horaa TAy ON a 4 °C.
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El exceso de anticuerpos se eliminé lavando 5 veces con PBS-Tween
0.05% vy los pozos se incubaron 2 horas a TA con 50 uL de un
anticuerpo monoclonal de ratéon contra IgE humana diluido 1:5000 en
solucién de bloqueo (Sigma-Aldrich®). Después de lavar los pozos 5
veces con PBS-Tween 0.05%, los pozos se incubaron durante 2 horas a
TA con 50 uL de un anticuerpo policlonal de cabra acoplado a peroxidasa
de rdbano (HRP) contra IgG de ratén, diluido 1:1500 en solucion de
bloqueo (BioLegend®). Los anticuerpos no unidos se eliminaron lavando
5 veces con PBS-Tween 0.05% y finalmente para evidenciar la presencia
de complejos (Figura 5), se agregaron 50 uL de 3,3,5,5 tetrametil-
benzidina (TMB; Sigma-Aldrich®) permitiendo el desarrollo de la
reaccion en ausencia de luz durante 25 minutos a TA. La reaccion se
paré con 50 uL de una solucion 1N de HCI. La absorbancia de cada pozo
de la placa se registraron en un lector de placas ELISA a 450 nm

(Shenzen Emperor Electronic Technology Co., LTD).

—. TMB

. HRP ]h\ o
pAb a-1gG ratén ” @ o * mmmmmp e registré lecturaa 450 nm

s MAb a-IgE humana

IgE en suero de
paciente

5ug de proteina total del extracto de polen
Ag

Figura 5. Esquema general del ensayo de ELISA para detectar la presencia de
inmunoglobulinas de clase IgE en el suero de los pacientes alérgicos que
reconocieran antigenos alergénicos del extracto total del polen de Quercus alba
adsorbidos a la placa (Ag).
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2. Caracterizacion molecular.
a. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

El perfil electroforético de las proteinas presentes en el extracto total del
polen de Quercus alba se obtuvo en geles de poliacrilamida de gradiente
(4-20%) o al 16% (Ver anexo).
Las muestras (30 pg por carril) se desnaturalizaron en un buffer de
carga (ver anexo) y se colocaron a ebulliciéon por 3 minutos. A los geles
de gradiente se les aplic6 un voltaje constante de 150 V, mientras que a
los geles al 16% se les aplicé un voltaje de 80 V hasta que el frente
llegara al gel separador y posteriormente 120 V. Como referencia de
masa molecular se utilizaron marcadores de 10 a 170 KDa (Bio-Rad®) Al
término de la corrida los geles se tifieron con azul de Coomassie y se
destifieron con agua hasta que ya no se observara colorante en las
zonas del gel que no tuvieran proteinas. Se adquirié una imagen de los
geles después y se analizaron con el programa ImageJ para determinar

la masa molecular de las fracciones observadas.

b. Inmunodeteccidon por Western blot de proteinas del polen

de Quercus alba reconocidas por IgE de pacientes alérgicos.
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Para identificar las fracciones proteicas que se reconocen por las IgE del
suero de pacientes alérgicos al polen de Quercus alba se estandarizé un
ensayo de inmunodeteccion por Western blot. Se fraccionaron las
proteinas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
en las mismas condiciones descritas anteriormente, pero sin tefiir con el
azul de Coomassie. Las proteinas separadas se electro-transfirieron de a
una membrana de PVDF, previamente hidratada con metanol vy
equilibrada en buffer de transferencia (Tris-glicina pH 8.5 con 20% de
metanol) por el método de transferencia semiseca a 300 mA por 1.5
horas. Se cortaron los carriles conteniendo proteina y para bloquear las
zonas de la membrana que no contenian proteinas, la membrana se
dej6é secar completamente a TA. Posteriormente, se incub6é de forma
individual cada tira con suero de pacientes (los que resultaron positivos
a IgE especificas para alérgenos del polen de Quercus alba en los
ensayos de ELISA) diluidos 1:10 en solucién de bloqueo, durante 1 hora
a TAy ON a 4 ©C. Las tiras se lavaron dos veces con PBS-Tween 0.05%
para eliminar el exceso de anticuerpos IgE de los pacientes que no se
unieron a las proteinas transferidas a la membrana. Las tiras se
incubaron 2 horas a TA con un anticuerpo monoclonal de ratéon contra
IgE humana (1:4000), después de lavar los pozos 5 veces con PBS-
Tween 0.05%b, se incubaron con un anticuerpo policlonal de cabra contra

IgG de ratén acoplado a HRP (1:1500) durante 2 horas a TA.
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Los anticuerpos no unidos se eliminaron lavando 5 veces con PBS-Tween
0.05% vy finalmente los complejos (Figura 6) se revelaron por
quimioluminiscencia (GE®) y placas radiogréaficas (Kodak®) y/o con TMB

solucién para blot (Biosciences®).
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Figura 6. Representacion esquematica del ensayo de Western blot para
detectar la presencias de proteinas que son reconocidas por inmunoglobulinas
de clase IgE de los pacientes alérgicos.

3. Fraccionamiento del extracto total por cromatografia.
a. Cromatografia de exclusion molecular.
Para realizar el fraccionamiento del extracto total del polen de Quercus
alba por cromatografia de exclusion molecular, el extracto previamente
dializado contra PBS (usando una membrana de dialisis de corte de 3
KDa), se filtré6 a través de una membrana de nitrocelulosa de 0.22 um

de diametro de poro y se aplicé a una columna Superdex 75 (GE®),
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equilibrada con PBS. La elucion se realiz6 con PBS a un flujo de 0.9
mL/min haciendo pasar 1.5 volumenes de columna (VC) y colectando
fracciones de 1 mL c/u. Se siguid la elucién de las proteinas usando un
detector de UV a una longitud de onda de 280 nm. Las fracciones
obtenidas se analizaron a través de un ensayo de ELISA para determinar
en cuales de ellas se encontraban los alérgenos que son reconocidos por
las IgE de pacientes alérgicos. Este ensayo se realizO adsorbiendo a la
placa las proteinas contenidas en 10 uL de cada fracciobn y en las

mismas condiciones descritas anteriormente.

b. Cromatografia de intercambio iénico.
Las fracciones conteniendo alérgenos reconocidos por las IgE de
pacientes alérgicos fueron dializadas contra un amortiguador de Tris-HCI
0.02 M pH 8.0 y aplicadas a una columna con intercambiador aniénico
MonoQ 5/50GL (GE®). La columna se equilibr6 con 20 VC del
amortiguador de Tris-HCI 0.02 M pH 8.0. Para unir a las proteinas se
aplicaron 2 mL de la fraccion a un flujo de 0.9 mL/min y la elucién se
realizé al mismo flujo realizando un gradiente lineal de 0 a 1 M de NacCl
disuelto en el mismo buffer de unidén. Se colectaron fracciones de 0.5
mL y las proteinas fueron detectadas a una longitud de onda de 280 nm

en un detector UV.
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c. Cromatografia de fase reversa
Debido a que en la cromatografia de intercambio iénico no logramos un
aislamiento eficiente de las proteinas presentas en las diversas
fracciones, se optd por purificar a estas mediante una cromatografia de
fase reversa. Las fracciones con reconocimiento por IgE, obtenidas en la
cromatografia de exclusiobn molecular, se aplicaron a una columna de
fase reversa C18 acoplada a un HPLC. La union de las proteinas a la
columna se realizé con TFA al 0.12% vy la elucién se realiz6é a través de
un gradiente lineal de 0 a 100% de acetonitrilo con TFA 0.1%, ambos a
un flujo de 0.7 mL/min. Las fracciones con las proteinas eluidas se
colectaron manualmente en microtubos de plastico. El acetonitrilo fue
retirado por liofilizacién, las fracciones se resuspendieron en PBS y se
almacenaron a -20 °C hasta su uso.
d. Espectrometria de masas

Después de la separacion cromatografica de las proteinas por fase
reversa, las muestras se analizaron en un ensayo de ELISA para
determinar que fracciones eran reconocidas por IgE de pacientes
alérgicos. Las fracciones positivas fueron enviadas a la Unidad de
Protedmica del Instituto Nacional de Medicina Genémica de la Ciudad de
México en donde se obtuvieron los perfiles de fragmentaciéon de los
péptidos tripticos para cada fracciéon (los generados por la protedlisis

con tripsina de cerdo), los cuales fueron analizados con el Software
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Protein Pilot™ utilizando la base de datos de UniProt (www.uniprot.org)
general al 66% (% similitud de los perfiles obtenidos comparados con
los de todas las proteinas de la base) y la base de proteinas de polen al
66%. Adicionalmente se compararon los perfiles obtenidos con los
reportados para las proteinas de Quercus alba, incluyendo proteinas de

todos los tejidos de la planta reportadas a la fecha.
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RESULTADOS

La concentracion de proteinas totales difiere entre lotes del

extracto alergénico del polen de Quercus alba.

La curva estandar elaborada con BSA muestra una correlacion alta

(0.9993) en la linearidad de los datos de absorbancia a 595 nm

obtenidos con relacién a la concentraciéon de la proteina (Grafica 1 y

Tabla 3).

Tabla 3. Datos para realizar curva estandar del BSA (albumina sérica bovina).

Absorbancia 1

Absorbancia

Absorbancia 2

[STD] (pg/mL) 592 nm 592 nm promedio
592 nm

0 0.4487 0.4622 0.4555

125 0.5213 0.5240 0.5226

250 0.6059 0.6068 0.6064

500 0.7695 0.7738 0.7716

750 0.9299 0.9388 0.9344

Abs (595 nm)

0,9 4

0,8 4

0,7 4

0,6 4

0,5 4

04

Cuantificacion de proteinas (Bradford)
Curva patréon con BSA

y = 0.0006x + 0.4482
r?=0.9993

T T T T
0 200 400 600

Proteina [pg/mL]

800

Grafica 1. Curva estandar
de BSA. Se muestran los
valores de la ecuacion de
una recta que describen a
los datos experimentales y
el coeficiente de correlacion
de la linearidad de los
mismos.
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A partir de la ecuacion de una recta que describe a los valores obtenidos
experimentalmente (Grafica 1), se estimaron las concentraciones de
proteina total contenida en el extracto alergénico del polen de Quercus
alba de dos lotes diferentes, ambos utilizados en diferentes etapas del

proyecto (Tabla 4).

Tabla 4. Datos obtenidos de las diferentes muestras analizadas por el método
de Bradford para saber la concentracion del extracto comercial ALK de Polen de
Quercus alba.

M " Absorbancias Absorbancia Concentracion Concentracion*FD
uestra

(592nm) Promedio (ng/mL) (Mg/mL)

Quercus alba 1) 0.78671
0.776205 486.68 4866.8

(lote 1) 2) 0.76570

Quercus alba 1) 0.81583
0.822405 623.67 6236.7

(lote 2) 2) 0.82898

*E| factor de diluciéon (FD) fue de 10.
La concentracion del extracto comercial del polen de Quercus alba:
= Lote 1: 4.8668 mg/mL

= Lote 2: 6.2367 mg/mL.

e El suero de pacientes alérgicos al polen de Quercus alba
presenta titulos relativos de IgE altos.
Se analizaron un total 220 sueros a través de ensayos de ELISA para
determinar la prevalencia de pacientes alérgicos a diversos pdlenes con
IgE sérica especificas contra antigenos alergénicos del polen de Quercus

alba. Los resultados nos indican que el 15.45% de ellos presentaron IgE

-47 -



especificas para antigenos del polen de Quercus alba. (Figura 7). Se
consider6 como criterio de positividad el propuesto por la Unién
Internacional de Inmunologia Clinica y Alergia (valores de absorcion en
ELISA mayores al promedio observado en sueros de personas no
alérgicas, mas tres desviaciones estandar) el numero de pacientes

positivos empleando este criterio fue de 34.
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—— Limite superior del criterio de positividad 3+DE
—— Limite inferior del criterio de positividad 3-DE

Gréafica 2. Titulo relativo de IgE especificas para alérgenos del polen de
Quercus alba en pacientes alérgicos. Se muestran solo los resultados positivos.
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La linea verde indica el limite del criterio de positividad para el ensayo, la cual
esta definido por un promedio de la absorcién de los controles negativos mas
tres desviaciones estandar. Las claves de cada suero corresponden a la
rotulacion que se us6 para identificar los pacientes en cada centro de salud.

Los ensayos de ELISA también nos mostraron que alrededor del 60% de
los pacientes tuvieron titulos relativos de IgE altos (absorbancias a 450
nm mayores a 1), esto es, 10 o mas veces mayores niveles de IgE
especificas contra alérgenos del polen de Quercus alba, que lo

observado en personas no alérgicas.

e EIl extracto alergénico del polen de Quercus alba contiene
diversas proteinas alergénicas.
El perfil electroforético de las proteinas presentes en el extracto
alergénico del polen de Quercus alba mostré la presencia de proteinas
detectables en un rango de 17 a 120 KDa aproximadamente (Figura 7).
La abundancia relativa de las fracciones fueron bajas en general, sin
embargo se lograron observar que bandas alrededor de 17, 20, 90, 110

y 120 kDa fueron las mas abundantes en este extracto.

Figura 7. Perfil electroforético del extracto total de polen
de Quercus alba tefido con azul de Coomassie.
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Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida
fueron transferidas a membranas de PVDF para determinar la masa
molecular de las proteinas alergénicas reconocidas por las IgE del suero

de pacientes alérgico al polen de Quercus alba (Figuras 8-1, 8-2).

A
kDa
~170 W=
~130 W=
~100 W v
~70 W i ' ‘
~55 . \ i
~40 W= ]
~35 W "I
~25 W . .
|
~15 . . ' ‘
-
~10 W=
n n n e
| \ l B
kDa )
~170 ww = |
~130 W=
~100 ww U -~
~70 = —y
- - —
~55 -4
~40 A —
~35 = -1
~25 - ‘ Ll " !
~15 == I ) - , [
o N s - B =
pm ¢ 2 ® % % 8§ X ¢ 2 F 5 8 g 2
— o (=N — < —_ — o —_ —_ = o > X
N § & 3§ g N & » O

Figura 8. Inmunodeteccion por IgE mediante Western blot del extracto total de
polen de Quercus alba. El perfil de reconocimiento de cada paciente se muestra
en los paneles A y B de la figura. PM: marcadores de masa molecular; C-:
control negativo (mezcla se sueros de voluntarios no alérgicos).
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Se identificaron 16 fracciones diferentes que fueron reconocidas por las
IgE de los sueros ensayados (Tabla 5 y Grafica 3) con masas
moleculares de entre 13 a 121 kDa aproximadamente. Del total de los
26 sueros de pacientes que fueron analizados, 22 reconocieron al menos
una fracciéon proteica del extracto alergénico.

Tabla 5. Frecuencia de reconocimiento por IgE de las diferentes fracciones
observadas en los ensayos Western blot del polen de Quercus alba.

No. PM No. De Sueros (N=26)
Banda (kDa)
1 ~13 6
2 ~14 6
3 ~16 11
4 ~19 14
5 ~22 4
6 ~34 5
7 ~37 1
8 —~40 5
9 ~50 9
10 —69 12
11 —83 8
12 —-90 1
13 —~94 1
14 —~104 7
15 —~110 1
16 —-121 1
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Gréafica 3. Representacion grafica de la frecuencia de reconocimiento de las
fracciones reconocidas por las IgE de pacientes alérgicos al polen de Quercus

alba.

e Las fracciones cromatograficas de mayor masa molecular
aparente concentran a los alérgenos reconocidos por las

IgE.
El fraccionamiento cromatogréafico, en una columna de exclusion
molecular Superdex-75, de las proteinas contenidas en el extracto
alergénico del polen de Quercus alba rindieron cinco “picos” principales
en 20 fracciones, de las cuales las primeras diez contienen a la mayoria
de los alérgenos que son reconocidos por las IgE del suero de pacientes

alérgicos a este polen (Grafica 4).
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Grafica 4. Perfil cromatografico por exclusion molecular del extracto de
Quercus alba. Las barras en verde muestran la ABS4so de cada fraccidon
analizada por ensayos de ELISA para el reconocimiento por IgE provenientes
de una mezcla de sueros de pacientes alérgicos.

El analisis electroforético de las fracciones obtenidas nos muestran que
las que fueron reconocidas por IgE contienen una mezcla de proteinas

de baja y alta masa molecular (Figura 9).
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Figura 9. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas de la cromatografia
de exclusibn molecular. Los numeros en la parte inferior de la imagen
identifican a las fracciones que se colocaron en cada carril. Los marcadores de
masa molecular se indican del lado izquierdo de la imagen (bandas intensas) y
el perfil electroforético del extracto total se muestra en el extremo izquierdo de
la imagen.

Observamos que estas fracciones, analizadas mediante Western blot,
contienen desde 7 bandas antigénicas (fraccion 12) hasta solo una

(fracciones 15, 17 y 18), todas en el mismo rango de masas

moleculares observado para el extracto total del polen (Figura 10).
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Figura 10. Reconocimiento de antigenos alergénicos para cada fraccion
obtenida en la cromatografia de exclusiéon molecular. pm: marcadores de masa
molecular; C-: control negativo (tira incubada con una mezcla de suero de
voluntarios no alérgicos); C+: control positivo (extracto total del polen); los
numeros en la parte inferior de la imagen indican la fraccibn cromatografica
analizada.

Las fracciones conteniendo proteinas alergénicas fueron aplicadas a una
columna de intercambio anidnico, desafortunadamente los perfiles
mostraron que esta cromatografia no nos fue util para lograr un
aislamiento mayor de las proteinas de cada fraccion (resultados no
mostrados), por lo que se decidid6 emplear un tipo de cromatografia de
mayor resolucion.

Las fracciones de la cromatografia de exclusion molecular fueron
inyectadas a una columna de fase reversa C-18 acoplada a un HPLC. El

analisis por ELISA de las fracciones obtenidas en esta cromatografia nos
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indica que solo 6 pudieron recuperarse en cantidad suficiente para poder

continuar su caracterizacion (Figuras 11 a 13).
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Figura 11. Perfil cromatografico obtenido en una columna de fase reversa de
las fracciones 9 y 10 provenientes de la columna de exclusiébn molecular. La
linea azul corresponde a los valores de A,go (correspondiente a las proteinas
eluidas) y la linea roja al gradiente de acetonitrilo empleado para la elucién
(en %). En el recuadro rojo se muestra la fraccién que fue reconocida por IgE
del suero de pacientes alérgicos a través de un ensayo de ELISA. En el inserto
se muestran los valores de Ass obtenido para el extracto total (C+) vy la
fraccion (F11).
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Figura 12. Perfil cromatografico obtenido en una columna de fase reversa de
la fraccion 13 proveniente de la columna de exclusién molecular. La linea azul
corresponde a los valores de Axgo (correspondiente a las proteinas eluidas) y la
linea roja al gradiente de acetonitrilo empleado para la eluciéon (en %). En el
recuadro rojo y en el inserto se muestran las fracciones que fueron reconocidas
por las IgE del suero de pacientes alérgicos a través de un ensayo de ELISA.
En el inserto se muestran los valores de Ass0 obtenido para el extracto total
(C+) vy las fracciones positivas (F2, F3 y F4).
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Figura 13. Perfil cromatografico obtenido en una columna de fase reversa de
la fraccion 14 proveniente de la columna de exclusién molecular. La linea azul
corresponde a los calores de A,go (correspondiente a las proteinas eluidas) y la
linea roja al gradiente de acetonitrilo empleado para la eluciéon (en %). En el
recuadro rojo se muestra la fraccion que fue reconocida por IgE del suero de
pacientes alérgicos a través de un ensayo de ELISA. En el inserto se muestran
los valores de Asso obtenido para el extracto total (C+) y las fracciones
positivas (F1 y F10).

e Las fracciones aisladas son homdlogas a proteinas de

polenes de otras plantas.

Las fracciones provenientes de la cromatografia de fase reversa que

fueron reconocidas por IgE del suero de pacientes alérgicos se enviaron
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al Instituto Nacional de Medicina Genémica para su identificacion por

espectrometria de masas. A partir de los perfiles de fragmentacion de

los péptidos tripticos obtenidos de cada fraccion se identificaron seis

posibles proteinas, las cuales son homodlogas a proteinas de pdlenes de

otras plantas (Tabla 6).

Tabla 6. Proteinas identificadas por espectrometria de masas analizadas con
las bases de datos de UniProt.

Peso Peso Molecular
ID Proteina Familia de proteinas Molecular en Western Blot
(kDa) (kDa)
AOAOVO0IS18 Dedo de Zinc CCCH 77.381 ~75
ADL63286.1 ATP Sintasa 37.340 ~36
Proteina sin caracterizar con
M4DDB6 dominio DPBB de alérgeno 40.876 ~40
expansina
Receptor de lectina de tipo G
K7LCVE como serlna/t_reonlna proteina 78.670 ~70
quinasa
Q7XQT3 Serina/treonina proteina quinasa 88.841 ~90
AOAOVOHT86 Supuesta proteina de 6vulo 22.543 ~20

*ID de la proteina es el que se encuentra en la base de datos de www.uniprot.org
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DISCUSION

Uno de los retos actuales en el diagnostico y tratamiento de las
enfermedades alérgicas es el identificar y asilar a los antigenos
alergénicos clinicamente relevantes de diferentes fuentes, lo que
permitira estandarizar los insumos empleados en la préctica clinica.

Una de las ventajas mas evidentes de contar con estos alérgenos
aislados se visualiza en el diagndstico paciente-alérgeno-especifico, que
se ha llamado como “diagndstico resuelto por componente” especifico
para cada paciente, que permitira eventualmente contar con una terapia
adaptada al paciente.®®’

El polen producido por diversas plantas es una de las fuentes
alergénicas de mayor relevancia clinica, ya que evitar la exposicion a
estas particulas, encontradas en la atmdsfera durante diversas épocas
del afo, es practicamente imposible. El polen de algunos arboles ha
mostrado ser altamente alergénico, y el polen del roble blanco (Quercus
alba), si bien no es de los de mayor abundancia, se ha visto que en
México es responsable de un numero significativo de los casos de rinitis,
asma y conjuntivitis.®®%°

En este trabajo nos enfocamos a identificar algunos de los antigenos
alergénicos que son reconocidos por pacientes alérgicos de la Ciudad de

México. La prevalencia de pacientes alérgicos a podlenes de cualquier

planta, que mostraron IgE especificas contra alérgenos del polen de
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Quercus alba, fue similar a la prevalencia observada a través de pruebas
cutaneas positivas realizadas por nuestro grupo de investigacion
(15.45% y 16.38%, respectivamente). Reportes recientes muestran que
el 22% de pacientes alérgicos de la Ciudad de México presentan
sintomas clinicos asociados a la presencia de polen de Quercus alba,
correlacionado con la presencia de estas particulas en la atmésfera en
diferentes temporadas del afio.®°

Los ensayos de Western blot nos mostraron que existen por lo menos
16 fracciones proteicas que son reconocidas por IgE de pacientes
alérgicos. A la fecha se han reportado y caracterizado tres antigenos
alergénicos del polen de Quecus alba, los cuales presentan masas
aproximadas de 9, 14 y 17 kDa. Si bien, no se han reportado estudios
que nos indiquen la relevancia clinica de estos alérgenos, se ha sugerido
que podrian ser de los mas importantes. Nuestros resultados nos
muestran que la fraccién que se reconoce con mayor frecuencia es una
de aproximadamente 19 kDa (54%), seguida de una de casi 70 kDa
(46%) y una de 16 kDa (42%), que pensamos que puede tratarse del
alérgeno Qua a 1, perteneciente a la familia de proteinas de protecciéon
de patégenos. Interesantemente, cuatro fracciones, con pesos
aproximados de 50, 70, 83 y 104 kDa, son reconocidas por una cantidad
importante de pacientes (35%, 46%, 31% y 27%, respectivamente).

Estas fracciones se observaron como de las mas intensas en los
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diferentes inmunodeteccién, sugiriendo que una fracciéon importante de
las IgE del suero de los pacientes se dirige contra estos antigenos.

Las técnicas cromatogréaficas empleadas nos permitieron aislar algunos
de estos antigenos alergénicos, y por espectrometria de masas logramos
identificar a seis proteinas de diversas familias. Las masas teoricas de
estas familias correlacionan con las observadas para diferentes
fracciones detectadas por Western blot. La fraccidon que se reconocidé por
la mayor cantidad de pacientes (—20 kDa, 54%) podria ser una proteina
que esta asociada al reconocimiento e interaccion del polen con los
pistilos de la planta.” Otra fraccién reconocida por un ndmero
significativo de pacientes alérgicos es la de 83 kDa (31% de pacientes),
que basados en los resultados de masas podria ser una mezica
compuesta por dos proteinas de masas moleculares similares, una de la
familia de proteinas con dominios “desdos de zinc” y una proteina de la
familia de los receptores para polen similar serin/treonin protein cinasa
con dominio parecido a lectina de tipo G (77.4 y 78.7 kDa,
respectivamente). La primera estd asociada a la modulacion de los
procesos de crecimiento de las plantas a través de la regualcion de
RNA;”® mientras que la segunda estd asociada al proceso de
reconocimiento de polen y preservacion de identidad de especie en
plantas.”* Las otras proteinas identificadas podrian ser: un alérgeno

homologo a las expansinas.’® Una proteina homéloga a la familia de las
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ATP-sintasa que se ha reportado como de importancia alergénica,” vy
una proteina de la familia de la Serin/treonin protein cinasa. Es
importantes destacar que estas fueron las Unicas que lograron ser
aisladas y que conservaran su capacidad de unir a IgE, ya que la
cromatografia de fase reversa, si bien es la de mayor resolucion de las
que existen, provoca en algunas proteinas que se desnaturalicen y no
puedan recobrar sus propiedades estructurales, algo necesario para que
se lleve a cabo el reconocimiento por parte de las IgE.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto nos permiten hacer
una aportacion en la identificacion y caracterizacion bioquimica e
inmunoldgica de algunos de los alérgenos del polen del arbol de Quercus
alba que, a juzgar por nuestros resultados, podrian ser de los
clinicamente mas relevantes. Adicionalmente, se hace una contribuciéon
metodoldgica para el aislamiento y purificacion de proteinas alergénicas
de este mismo polen, que podrian ser empleadas para otras fuentes

alergénicas similares.
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CONCLUSIONES

Con las técnicas empleadas fue posible aislar e identificar seis
proteinas clinicamente relevantes del extracto total de Quercus

alba.

Las 6 probables proteinas que se identificaron pertenecen a las

familias de proteinas reportadas como alérgenicas:

1) Dedo de Zinc CCCH

2) ATP sintasa

3) Proteina sin caracterizar con dominio DPBB de alérgeno
expansina

4) Receptor de lectina de tipo G como serina/treonina proteina
quinasa

5) Serina/treonina proteina quinasa

6) Supuesta proteina de 6vulo
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ANEXO

Reactivos utilizados para las determinaciones ELISA.

Placas
Placas para ensayo ELISA de 96 pocillos removibles Thermo Fisher
Scientific.

Solucién reguladora de fosfatos 10x (PBS) pH 7.4
Pesar exactamente:

Cloruro de sodio 409
Fosfato monobdésico de potasio 19
Fosfato dibasico de sodio 69
Cloruro de potasio 19

Disolver en 300mL de agua Milli Q, ajustar pH y llevar a un volumen de
500mL con agua Milli Q

Solucién reguladora de carbonato/bicarbonato (CBS) pH 9.6
Pesar exactamente:

Carbonato de sodio 0.40g

Bicarbonato de sodio 0.70g

Disolver en 100mL de agua Milli Q, ajustar pH y llevar a un volumen de
250mL con agua Milli Q

Solucidén reguladora de fosfatos 1x PBS-Tween 0.05% pH 7.4
Medir exactamente:

PBS 100mL
Agua Milli Q 800mL
Tween 500puL

Llevar a un volumen de 1000mL con agua Milli Q

Solucién de bloqueo (leche descremada al 2%96)

Pesar exactamente:

Leche Svelty® Nestle en polvo 0.2g

Disolver en 5mL de agua Milli Q y llevar a un volumen de 10mL.

HCI 1N
Reactivo de Quimioluminiscencia
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Kit de quimioluminiscencia para detection en Western Blot marca GE
Healthcare Amersham™ ECL™ Western Blotting Detection Reagents

Reactivos e insumos usados en la Electroforesis SDS-PAGE y
Western Blot.

Gel de acrilamida

Geles Bio-Rad

4—-20% Mini-PROTEAN® TGX™ *“Precast Protein Gels” de 15-pocillos con
una capacidad maxima de 15 pL

Regulador de corrida Electroforesis
Pesar exactamente:

Tris-Base 3.03g
SDS 0.1% 1.00g
Glicina 0.192 mM 14.409g
EDTA 0.1 mM 0.372¢g

Pesar tris-base, glicina y EDTA. Disolverlos en 800mL de agua mQ.
Agregar el SDS y continuar agitando. Aforar a 1L con agua mQ

Regulador de transferencia

Pesar exactamente:

Glicina 0.192 mM 14.409g

Tris-Base 3.03g

Disolver 800mL de agua bidestilada y agregar 100mL de Isopropanol
para llevar a 1L con material volumétrico.

Membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF por sus siglas en
inglés)
Sigma-aldrich de un tamafo de poro de 0.2 pm

Placas fotograficas para revelado de Western Blot
Kodak

BioMax Light Film

Standard-Chemiluminescent

Reactivos, equipos e insumos usados en cromatografias
Acetonitrilo y acido Trifluoroacético al 0.1%b6
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A 500mL de acetonitrilo afiadir 0.5 mL de acido trifluoroacético
H-0O miliQ

H-O miliQ y acito Trifluoroacético al 0.1%6
A 500mL de agua miliQ afadir 0.5mL de acido trifluoroacético

Metanol

Columna para cromatografia HPLC
Columna ZORBAX SB-C18 Agilent S5um 2.1x50mm

Cromatografé para purificacion de proteinas
General Electric Healthcare: AKTA pure

Columna para exclusién molecular.
Superdex™ 75 10/300 GL GE Healthcare

*Todas las soluciones preparadas para las cromatografias se filtraron al
vacio con una membrana de nitrocelulosa de 0.2nm
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Técnicas de analisis de proteinas de polen

Algunas de las técnicas utilizadas para el analisis y la identificacion de las
proteinas de alérgenos actualmente son: Isoelectroenfoque (IEF-Isoelectric
focusin) que separa a las proteinas por su carga; Inmunoelectroforesis cruzada
(CIE) separa a las proteinas por su carga y antigenicidad; Electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE) y Electroforesis en presencia de dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) que separan proteinas por carga, tamafio y peso
molecular; Inmunobloting IgE que determina la capacidad antigénica del
complejo extracto-anticuerpo monoclonal y la técnica de ELISA que permite
medir el conteo de los alérgenos mayores y se basa en la captura de un
alérgeno mayor por medio de un primer anticuerpo y una posterior adicién de
un segundo anticuerpo que se suma al mismo antigeno mayor, formando de
este modo un” sandwich” ,Posteriormente se agrega una enzima gue genera
color al complejo antigeno-anticuerpo, el cual est4d relacionada a la

concentracion del antigeno, obteniéndose la cantidad de alérgeno.

Méndez Huerta Bellanti Ovilla Escobar. Alergia. Enfermedad multisistémica.

Fundamentos basicos y clinicos Ed. Médica americana. México 2008. Pag. 71.
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