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Resumen

Resumen

Se llevo cabo el proceso de purificacion de antigenos alergénicos de relevancia
clinica presentes en polen de Chenopodium album a partir de un extracto de
polen comercial mediante técnicas de cromatografia de exclusion molecular,
intercambio i6nico y de fase reversa. Se identificaron 4 principales proteinas
alergénicas correspondientes a: calmodulina 1, cinasa tipo 4 de un posible
receptor de polen, proteina paraloga a proteinas de reconocimiento de polen y
receptor S de lectina tipo G con actividad de serina/treonina cinasa. Como
antigenos alergénicos 3 de estas proteinas no habian sido anteriormente
descritas como participes en procesos de sensibilizacion a polen. Tanto la
calmodulina 1, como la cinasa tipo 4 de un posible receptor de polen y la proteina
paraloga a proteinas de reconocimiento de polen presentaron un grado importante
de inhibicion de la unién de IgE de pacientes alérgicos al polen de Amaranthus
palmeri, definiendo antigenos de Chenopodium album que presentan reactividad

cruzada con antigenos de Amaranthus palmeri.

Vi
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1. Introduccioén

El polen ha sido caracterizado como uno de los principales alérgenos que
desencadena el desarrollo de Inmunoglobulinas tipo E (IgE) presentes en las
patologias de rinitis alérgica y asma, enfermedades de caracter cronico que
afectan de manera importante a la poblacion infantil y que presentan un alto

impacto negativo en la calidad de vida del paciente y economia familiar.

A través del tiempo se han realizado numerosos estudios que identifican
las especies vegetales alergénicas y los determinantes bioquimicos que
determinan la alergenicidad de las proteinas polinicas. En la practica clinica se ha
visto que pacientes con rinitis alérgica o asma constantemente presentan una
sensibilidad multiplea diferentes tipos de polenes, lo cual dificulta el diagndstico y
limita los resultados del régimen terapéutico. Esta polisensibilidad se ha
relacionado con una potencial reactividad cruzada de los antigenos polinicos,
especialmente entre especies vegetales taxonomicamente relacionadas. En
México, los estudios demograficos han identificado a los géneros Amaranthus y
Chenopodium como plantas, principalmente malezas, con altos indices de
sensibilidad en la poblacion mexicana en zonas urbanas a través de varias

décadas.

En la evaluacién de pacientes atopicos tanto investigadores en estudios
clinicos como profesionales en la practica clinica han coincidido en que los
extractos alergénicos utilizados en la actualidad para el diagnostico y tratamiento
de la rinitis alérgica y asma poseen fuertes deficiencias asociadas principalmente
a la variabilidad en la composicion del extracto de polen y a la baja concentracién
de los antigenos relevantes respecto a la cantidad de proteinas totales. A través
del mundo, los estudios inmunologicos en tépicos de alergia se han focalizado a
la identificacidn y caracterizacién de los antigenos alergénicos presentes en polen

para el desarrollo de extractos alergénicos de polen estandarizados, obtenidos
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mediante procesos especificos de purificacion o preferentemente por la expresion
de proteinas recombinantes. La perspectiva de los estudios estructurales también
incluye evaluaciones moleculares de los antigenos para la identificaciéon de
determinantes proteicas responsables de la polisensibilidad en pacientes

atépicos.

Con la finalidad de contribuir a la caracterizaciéon de antigenos alergénicos
y el proceso de estandarizacion de los extractos alergénicos en el grupo de
trabajo del laboratorio se han llevado a cabo diversas investigaciones en extractos
polinicos de especies de relevancia alergénica en la poblacion mexicana. El
presente trabajo se centra en el aislamiento y caracterizacion de antigenos
alergénicos de polen de Chenopodium album y su posterior evaluacion de

reactividad cruzada frente las proteinas polinicas de Amaranthus palmeri.
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2. Marco teérico
2.1 Respuesta inmune: innata y adaptativa

Los organismos pluricelulares mas desarrollados han generado mecanismos
especializados de deteccion y defensa contra agentes infecciosos patogenos asi
como a sustancias tanto ajenas como propias que bajo ciertas condiciones tienen
un potencial dafino para el organismo. El conjunto de tejidos, células efectoras y
moléculas responsables de llevar a cabo esta labor se denominan sistema
inmunitario. Aunque su nombre es analogia de su papel , el sistema inmune
refiere su funcién a un conjunto de reacciones coordinadas (respuesta inmunitaria)
que se presentan frente a wuna sustancia extrafia, microorganismo o
macromoléculas de diversas composiciones bioquimicas, con el fin de eliminarlos
del organismo, por lo que la proteccion que brinda es limitada y no exime al propio
organismo de presentar patologias asociadas a la infeccion o a las repercusiones
fisioloégicas de la reaccidén (Abbas, Lichtman, & Pober, 2002). La inmunologia, en
su contexto mas amplio, se describe como la ciencia experimental que busca
explicar los mecanismos que se desarrollan en la respuesta inmune a través de la

observacion de fendmenos inmunoldgicos.

Aunque la respuesta inmunitaria es en general un proceso global que
involucra a todo el sistema inmunitario, de acuerdo al tipo de mecanismos que se
desarrollan, el tiempo en el que lo hacen y la participacidén prioritaria de células
especificas, el proceso se puede clasificar en dos tipos principales: inmunidad
innata e inmunidad adaptativa. La inmunidad innata, también llamada inmunidad
nativa o natural, se refiere a mecanismos de respuesta rapida o de contencion
generados por barreras fisicas o quimicas, células fagociticas y proteinas

sanguineas, asi como las proteinas que las regulan llamadas citocinas.
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Por otra parte la inmunidad adaptativa es un proceso consecutivo y
complementario a la inmunidad innata generada con el fin de proporcionar una
respuesta mejorada, de mayor eficacia y en un menor tiempo. Esta inmunidad es
un proceso especializado caracteristico de los vertebrados y es también llamada
inmunidad adquirida, ya que se desarrolla posterior a una primera infeccion, o
inmunidad especifica, porque entre las caracteristicas que presenta estan la
especificidad, diversidad, memoria, especializacion, autolimitacién y ausencia de
autorreactividad. El tipo de reconocimiento que llevan a cabo estos componentes
es altamente especifica identificando a una molécula particular denominada
antigeno (Ag) (Abbas et al., 2002; Toche P., 2012).

Los componentes que participan en la inmunidad adaptativa son los
Linfocitos By T (Lin B, Lin T) y los anticuerpos productos de los Lin B. De acuerdo
a la participacion de Lin o Ac la inmunidad adquirida se puede subdividir en dos
tipos llamados inmunidad celular e inmunidad humoral, respectivamente. En la
inmunidad humoral participan proteinas sanguineas producidas por los Linfocitos
B llamadas anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (lgs). La naturaleza que
desarrolle la inmunidad adaptativa y el tipo de componentes generados esta en

funcion directa del tipo de estimulo que se presente de la inmunidad innata.

2.2 Inmunoglobulinas

En los humanos las inmunoglobulinas son un complejo proteico que se ubica en la
porcion gamma de la electroforesis de las glucoproteinas séricas humanas
respecto a la albumina, por lo que también se mencionan como gammaglobulinas,
o anticuerpos (Ac). Bioquimicamente las Igs pertenecen a la superfamilia de
inmunoglobulinas, esta super familia incluye a las Igs y a otras moléculas, que
pese a no pertenecer al sistema inmunitario, presentan al menos un 15% de

homologia estructural y pueden realizar funciones variadas en otros ambitos. De
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manera general todas las Igs humanas consisten en dos cadenas pesadas (H) y
dos ligeras (L). Tanto las cadenas pesadas como las ligeras presentan dominios
denominados de lg, dispuestos en tAndem y que funcionalmente son diferentes.
Estructuralmente, se subdividen en dominios de caracter variable (V) o contante
(C) ubicados en la en la regidén N-terminal o C-terminal de la cadena,
respectivamente, siendo la regién variable la principal responsable del
reconocimiento antigénico. La region V contiene 3 segmentos hipervariables de
alrededor de 10 aa llamados regiones determinantes de la complementariedad
(CDR, complementary- determining regions) definidos como CDR 1, 2 y 3 (Berlot,
Rossini, & Turchet, 2015). Estos fragmentos son regulados por mecanismos
genéticos de recombinacion; la yuxtaposicion pareada de un dominio Vy con uno
V., con sus correspondientes CDRs genera una estructura tridimensional que
define el sitio de unién al Ag, cada mondmero estructural de un Ac posee dos
sitios de unién a Ag. Los dominios ubicados en el extremo C-terminal definen la
region constante (C), ambas cadenas ligeras poseen un solo dominio C, mientras
que en la pesada pueden ser 3 0 4 (Schroeder & Cavacini, 2010). Esta region
constante define la interaccion y afinidad a células 0 mecanismo de respuesta

endogenos como es la union al complemento o la interaccion celular con fagocitos.

Los Acs se pueden encontrar en el organismo expresados como proteinas
integrales de membrana en Lin B o en formas secretadas presentes en liquidos
fisiolégicos o asociados a receptores celulares especificos, brindandoles una
amplia distribucién en el cuerpo. Cada clona productora de anticuerpos produce
Acs de especificidad unica y se estima que la capacidad de una persona de
producir moléculas de Ac diferentes es de al menos 108 En el humano se han
identificado 5 tipos de gammaglobulinas, y acuerdo a su tipo, estas desempefian
diferentes funciones biolégicas que incluyen reconocimiento y neutralizacion de
toxinas, activacion del complemento, opsonizacién, neutralizacion de

microorganismos, activacion de rutas de citotoxicidad, entre otras.
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Respecto a otros mecanismos de la inmunidad adaptativa, los Acs destacan
en la medida de que son moléculas que con su gran diversidad y numero, son
capaces de reconocer una gama mas amplia de antigenos, con un reconocimiento
mas fino y uniéndose con interacciones intermoleculares no covalentes mas
fuertes, respecto a los mecanismo de la inmunidad innata. El tipo de Ac que se
producen por parte de las células plasmaticas en respuesta a un estimulo esta en
funcién del tipo de senalizacion que le presente una célula T activada y las
citocinas caracteristicas secretadas por el linaje celular de dicho linfocito. El
mecanismo por el cual se activan los Lin T incluyen la presentacion de un Ag
diana a los linfocitos mediante dos estructuras de superficie especializadas
pertenecientes al complejo principal de histocompatibilidad (MHC, Major

Histocompatibility Complex) (Martinez Sanchez, 2011).

El complejo principal de histocompatilidad hace alusibn a una region
genética que contiene genes estrechamente ligados entre si y que controlan de
manera directa el reconocimiento y respuesta inmunoldgica de un individuo. Las
regiones de clase | y Il codifican para proteinas homologas que constituyen un
complejo molecular de expresion antigénica dominados MHC de clase | (MHC I) y
MHC de clase Il (MHC II). Ambas clases de MHC presentan dominios del tipo
inmunoglobulina en la region proxima a la membrana, estos dominios determinan
el reconocimiento selectivo a determinados cumulos de diferenciacion presentes
en Lin T. Estudios experimentales han demostrado que el MHC se une de manera
selectiva a dos linajes de Lin T: MHC de clase | se une al Receptor de Células de
T (TCR) acoplado al CD8 presente en Lin T CD8+, mientras que el MHC Il lo hace
a TCR-CD4 en Lin T CD4+ (Abbas et al., 2002).

Dentro de las Igs humanas, las IgEs tienen una gran importancia dentro de
los procesos de hipersensibilidad y trastornos alergénicos (Vennera & Picado,
2012). La IgE es una inmunoglobulina monomérica con un peso aproximado

de190 kDa y la concentracion sérica mas baja dentro de las Igs. Aunque su vida
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media es relativamente muy corta, esta identificada como una inmunoglobulina
funcionalmente muy potente. La IgE se une con una afinidad extremadamente alta
al FceRIl que se expresa en mastocitos, basodfilos, células de Langerhans y
eosindfilos. La unién Ag-IgE libera a los mediadores responsables de inflamacion y
alergia, sin embargo desempefia un papel fundamental durante las invasiones
parasitarias (Vega Robledo, 2009). La IgE circulante regula por incremento la
expresion de FceR en estas células. La combinacion de unién fuerte y regulacién
positiva de la expresion de FceR contribuye a la notable potencia de esta
inmunoglobulina. La IgE tiene una afinidad mucho menor por FceRIl o CD23, que
se expresa tanto en las mismas células que FceRI como en células B, células NK'y

plaquetas.

2.3 Hipersensibilidad

Dentro de las patologias asociadas a reacciones inmunoldgicas anormales se
encuentran las reacciones de hipersensibilidad (HS), las cuales se describen como
una respuesta exacerbada a un estimulo inocuo 0 no necesariamente patologico,
cuyo desarrollo genera un dafo tisular local o generalizado, e inclusive la muerte
del individuo que la padece. La susceptibilidad de una persona a padecer una HS
esta en funcién de sus patrones de expresion génica, la naturaleza y complejidad
del estimulo (alergénico), la fuerza y frecuencia con la éste se presentd, asi como

la via de contacto, entre algunas otras variantes.

De acuerdo a la clasificacion practica de Gell y Coombs, basada en los
mediadores y mecanismos efectores que participan en la respuesta inmune, las
respuestas de HS se clasifican de manera general en 4 grupos, o si se considera
la propuesta de Rajan T.V., serian 5 tipos (Rajan, 2003). Las alergias se clasifican
dentro de las respuestas de HS del Tipo I, también conocidas como HS

inmediatas, y son aquellas en las cuales los mediadores inmunitarios patologicos
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caracteristicos son las Inmunoglobulinas del isotipo E (IgE), las cuales se
encuentran asociadas a receptores especificos en mastocitos y basdfilos. En este
tipo de HS se genera una respuesta exacerbada frente a antigenos comunes,
provocada por la polarizacién de los linfocitos T (Lin T) durante la respuesta
inmune hacia la variedad T,2, observada durante la etapa de sensibilizacion,
promoviendo la produccion de IgE, algo distintivo en personas atdpicas, sin
embargo no es la unica patologia asociada a este desorden (Martinez Sanchez,
2011).

Es el caso de la HS Tipo |, el sefialamiento en Lin T por parte de la células
presentadoras de antigenos (APC), especialmente por células dendriticas (CD)
especializadas, induce la diferenciaciéon de los Lin T CD4+ (virgen) hacia Lin Tp2
(J. A. Walker & McKenzie, 2018). Este linaje secreta citocinas especificas que
determinan el tipo de respuesta que se orquestara hacia el estimulo recibido.
Entre las citocinas caracteristicas de la respuesta T,2 se encuentran las
interleucinas (IL) IL-5, IL-10, IL-4, IL-13 y la citocina GM-CSF. Mientras que la IL-
10 posee un efecto inhibitorio de la respuesta Ty1, la interleucina 4 (IL-4) se ha
identificado como la responsable principal de la senalizacion que determina el
cambio de isotipo a IgE en Lin B activados, entre otros efectos proalergénicos
(Steinke & Borish, 2001). La IgE es un anticuerpo que es reconocido con muy alta
afinidad, a través de su fraccion Fc, por el receptor de alta afinidad épsilon para Fc
(FceRI) presente en mastocitos, baséfilos y eosindfilos principalmente. La union
IgE-FceRI protege la region Fc del Ac frente a proteasas séricas, permitiéndole
sensibilizar a los mastocitos durante semanas e incluso meses (Roitt, 1993).
Cuando la fraccion de reconocimiento al antigeno (Fab) de IgEs contiguas, fijadas
al receptor FceRI, entra en contacto con su antigeno diana se promueve el
entrecruzamiento de estos complejos, desencadenando una respuesta que induce
la degranulacién y liberacion de mediadores proinflamatorios preformados
(histamina, quimocinas, citocinas), desarrollando una reaccién de inflamacion
aguda (Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007; Roitt, 1993). Las modificaciones
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membranales de la degranulacién también promueven la sintesis de novo de otros
mediadores de caracter lipidico derivados del acido araquidénico (e. g.
prostaglandinas y leucotrienos) (Zambrano Villa, 2007). Algunos de los factores
liberados pueden tener efectos autdcrinos en el mastocito. Cabe sefnalar que una
vez liberado el contenido granular del mastocito, éste vuelve a comenzar la
sintesis de nuevos mediadores proinflamatorios degranulables dando como
resultado la fase tardia de la alergia en caso de que el antigeno aun se encuentre

en el sistema.

Pese a que la IgE se encuentra en una concentracién circulante
relativamente baja, respecto a las otras inmunoglobulinas (menor de 100 Ul/ml),
su gran afinidad al receptor FceRI presente en mastocitos, aunado a la gran
expresion del receptor por parte de estos (40-90mil receptores/célula) (Kindt et al.,
2007) genera una predisposicion innata de los mastocitos a ser sensibilizados,
sobre todo en pacientes atdpicos que pueden estar presentando concentraciones
del anticuerpo reaginico de hasta 10 veces los valores normales. Aunque existe
una relacion estadistica de la incidencia de HS Tipo | y niveles circulantes altos de
IgE totales, ésta caracteristica no es determinante para identificar a una persona
como atdpica ya que existen otras patologias que modifican los niveles de IgE
como son las infecciones parasitarias e hipergammaglobulinemias (Roitt, 1993).
En personas con diagnoéstico de HS tipo | y valores séricos de IgE elevados
tampoco se ha determinado una relacibn de proporcionalidad entre la

concentracion de la inmunoglobulina y la intensidad de los sintomas.

Aunque tanto los baséfilos como mastocitos son muy afines a la IgE, los
primeros requieren que el alérgeno llegue a circulaciéon sanguinea para desarrollar
su mecanismo de accion, como sucede en los casos de anafilaxia por picadura de
abeja. Por otra parte, los mastocitos se encuentran distribuidos proximos a vasos
sanguineos, linfaticos y nervios, es decir, casi en todo los tejidos periféricos

vascularizados, encontrandose en altas concentraciones en piel y mucosas
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(10,000 células/mm? de piel) por lo cual el efecto de su activacién se presenta
como vasodilatacion, reclutamiento de leucocitos, contraccion del musculo liso y
exudacion de plasma en el tejido. De acuerdo a la zona afectada dicha activacién
se puede observar como rubor, prurito, rinitis, urticaria, eritema, asma e incluso
anafilaxia de acuerdo a la intensidad del estimulo. Se sabe que la mayor parte de
las reacciones alérgicas mediadas por IgE se producen sobre las superficies
mucosas de las vias aéreas y la zona gastrointestinal ya que son zonas de alta
exposicion y por lo tanto de constante estimulo por parte de alérgenos que
ingresan al organismo mediante inhalacion o ingestion (Janeway, Jr, Travers,
Walport, & Shlomchik, 2001).

Pese a que previamente se han identificado los mediadores y mecanismos
que determinan la produccion de IgEs y el desarrollo de los procesos alergénicos,
las terapias preventivas al desarrollo de alergias se consideran inviables debido a
que, previo a la deteccion de sintomas clinicos, no es posible identificar personas
atdépicas dentro de la poblacién, ni determinar una etapa temporal de la pérdida de
tolerancia al estimulo. Ademas, varias de las citocinas involucradas en los
procesos alergénicos participan en diferentes vias de sefalizacion y diferenciacion
celular, limitando el uso de citocinas que bloqueen la produccién de IgEs.
Recientemente se han desarrollo nuevas terapias orientadas a la eliminacién de
las IgEs mediante anticuerpos anti-IgE como terapia para la alergia y el asma; sin
embargo esta terapia posee una restriccion de deteccion a IgE libre pero no IgE
unida a FceR, ya que en este ultimo caso se estimularia la desgranulacion y la
liberacién de mediadores inflamatorios (Schroeder & Cavacini, 2010). Por lo tanto
en la clinica actual los principales enfoques terapéuticos se asocian a la
identificacion de los alérgenos relevantes en la poblacion, el tratamiento
farmacolégico que mejore la calidad de vida de los pacientes y el desarrollo de
terapias especificas de grado farmacéutico que promuevan la inmunomodulacion

de la respuesta alergénica hacia la produccion de IgG.
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2.4 Rinitis alérgica y asma

La rinitis alérgica y el asma son dos conjuntos de sintomatologias de alta
prevalencia clinica que suelen presentarse al padecer una HS Tipo 1. La rinitis
alérgica engloba los sintomas de rinorrea, estornudos, prutito y obstruccion de
vias aéreas que ademas puede cursar con rinoconjuntivitis, es de caracter cronico
y tiene desarrollo potencial a un cuadro asmatico, definido por la OMG como
ataques recurrentes de disnea y sibilancias, de severidad y frecuencia variable
(OMS, 2017). Aunque la mortalidad actual de éstas enfermedades es
relativamente muy baja, su repercusion negativa en la calidad de vida del paciente
(fatiga, diminucién de la actividad, ausentismo), deteccion, tratamiento
(antihistaminicos, antileucotrienos, corticosteroides) e impacto econémico en los
servicios de salud (en los paises industrializados oscila entre el 1y el 2% del gasto
total sanitario (Serra Batlles, n.d.), aunado a su alta prevalencia, han convertido a
estas enfermedades en un problema de salud relevante para las grandes naciones
y un hotspot en el estudio de la inmunologia con el desarrollo de nuevas técnicas y
aumento en los grupos de trabajo en investigacion internacional y nacional (INER,
2015). Adicionalmente se ha descrito previamente una estrecha relacion entre la
rinitis alérgica y el asma alérgica y la comorbilidad de las enfermedades de las

vias respiratorias superiores e inferiores (Jacobsen, Wahn, & Bilo, 2012).

Alrededor del mundo diversas asociaciones internaciones monitorean la
prevalencia de estas enfermedades. Datos de la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud, WHO) aproximan que en el mundo 235 millones de personas padecen
asma, tal que en 2015 hubo 383 000 muertes de personas por dicha patologia; la
mayoria de las muertes por asma se registran en los paises de ingresos bajos y
medianamente bajos (OMS, n.d.). El Estudio Internacional sobre Asma y Alergias
en la Nifiez (ISAAC) demostrd que hay paises en los que existe una prevalencia
de hasta 27% de asma en nifios, considerada una de las poblaciones mas
afectadas. Un analisis focalizado del ISAAC respecto a la rinitis alérgica estimé la
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incidencia mundial entre 0.8% y 14.9% para nifios de 6 a 7 afios, y de 1.4% a
39.7% en adolescentes de 13 a 14 anos de edad (Strachan et al., 1997).

En México, la sintomatologia de asma vy rinitis alérgica se representaron
como dos de las principales causas de solicitud de ingreso al Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) siendo el asma el principal motivo de ingreso
en la Unidad de Urgencias Respiratorias. Ademas, ambas enfermedades se
consideran dentro de las 10 lineas de investigacion mas importantes por parte de
la institucién (INER, 2015) con una incidencia anual de asma en México entre
2.78 y 3.6 por cada 1,000 habitantes de acuerdo a fuentes variadas (Vargas-
Becerra, 2009). Dentro de los principales factores que llevan al desarrollo del
cuadro alergénico de asma o rinitis se encuentran la exposicion a aero-alérgenos,
dentro de los que podemos destacar a los estacionales, como el polen, y los
perennes que provienen de acaros, y caspa de animales domésticos como perros
o gatos, y con menor frecuencia a los provenientes de cucarachas y otros insectos
(Banuelos Arias et al., 2003). El paso inicial del diagnéstico de rinitis alérgica y
asma involucra la necesidad de extractos alergénicos estandarizados que
permitan una correlacidon de positividad homogénea entre determinaciones e

instituciones.

2.5 Respuesta Th2

La respuesta inmunoldgica identificada en la rinitis alérgica y asma es la respuesta
Th2, la cual esta caracterizada por la presencia del linaje celular linfocitico Th2
GATA3+ STATG6+. Este tipo de células unicamente se pueden generar partir de la
exposicion del antigeno ligado al MHC de clase Il por parte de una célula
presentadora de antigeno (CPA) hacia una célula T naive (CD4+/CD3+). Esta
restriccion se debe a que el receptor de células T (TCR) presente en células CD4+

presenta un reconocimiento selectivo a moléculas del MCH Il y exclusivamente al
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del propio individuo, descartando la posibilidad de una diferenciacion de células T
naive por parte de las CPA ajenas al individuo. Las células T citotdxicas presentan
una restriccion homologa del complejo principal de histocompatibilidad especifica

para el MHC de clase |I.

Aunque la interaccién que caracteriza la formacién del linaje Th2 es la
sinapsis inmunoldgica entre los receptores TCR (acoplado al CD3) y el MHC-II, de
forma simultanea la CPA expresa los ligandos de coestimulacion B7-1/2 e ICOSL
e ICAM-1, que son reconocidos por los receptores CD28 e ICOS presentes en el
linfocito. Es importante sefalar que mientras los Lin B pueden reconocer epitopos
en péptidos, proteinas, acidos nucleidos, lipidos, etc.; los Lin T primordialmente
reconocen antigenos péptidicos. De acuerdo a la interaccion y coestimulacion que
se lleva a cabo entre las CPA y los Linfocitos T, la CPA libera citocinas especificas
que definen a qué linaje celular se diferenciara el Lin T naive. En el caso de la
respuesta Th2, la principal citocina involucrada es la IL-4, y recientemente se ha
identificado a la IL-33 como de relevancia en el inicio y mantenimiento de la
respuesta inflamatoria mediada por Th2; se ha identificado que la presencia de
IFN-y en este punto inhibe esta diferenciacion y polariza la respuesta hacia Th1
(Teixeira et al.,, 2005). Si la concentracion de citocinas liberadas por
coestimulacion generan un entorno que favorece la polarizaciéon, el Lin T naive
CD4+ adquiere el linaje Th2 STAT6+ y GATA3+, siendo STAT6 y GATAS3 factores
de trascripcion cruciales de la respuesta citocinica Th2 (Zhou & Ouyang, 2003), y
se comienza una serie de sefalizaciones tanto en la respuesta inmune humoral

como en la innata.

El Lin Th2 STAT6+ GATA3+ activado comienza a producir las moléculas
sefalizadoras IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 y GM-CSF. La citocinas
producidas por el Lin Th2 ejercen efectos especificos tanto en células de la
inmunidad innata, como en las determinantes de la inmunidad adaptativa. Cuando

el Lin Th2 se encuentra con un Lin B activado, en presencia de la interleucinas
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mencionadas, induce la proliferacion de la célula B hacia una célula plasmatica
productora de Ac. La IL-4, en conjunto con la IL-13, promueve un cambio de clase
de Ig que determina que la célula plasmatica genere Ac del tipo E, mediadores
caracteristicos de la HS tipo |. En eosinofilos, la estimulacion con IL-5 induce su
diferenciacion, crecimiento y aumenta su vida media (Brito Galeana et al., 2003).
IL-10 e IL-4 actuan como antagonistas en la polarizacién a Th1, inhibiéndola y en
conjunto con IL-13, IL-25 e IL-27, inhiben la diferenciacion del Lin T naive al linaje
Th17 (STAT 3+, ROR-Y t+, IRF 4+, c-Maf+).

Aunque varias de las diferenciaciones (Th1, Th2, Th17, etc.) pueden
estarse presentando de manera simultanea en respuesta un estimulo externo de
composiciéon variada, la predominancia de un tipo de respuesta define una gran
mayoria de los efectos clinicos observados al estimulo, sin descartar la
yuxtaposicion de respuestas. Se ha descrito, por ejemplo, que durante la
patogénesis de la dermatitis atépica las células de Langerhans pueden
inicialmente polarizar una respuesta Th2, mientras también promueven Ila
quimiotaxis de precursores de CD adicionales, que maduran en CD inflamatorias
mieloides que pueden ser responsables de la aparicion eventual de una respuesta
Th1 (Seo Jeon Jun, n.d.). Aunque los efectos de la respuesta Th2 contrarrestan la
accion microbicida de la respuesta Th1, y viceversa, el escenario o6ptimo de
respuesta inmune en humanos es una respuesta Th1 y Th2 adecuadamente

equilibrada para el desafio inmunitario (Berger, 2000).

Existe una relacion previamente estudiada entre los factores ambientales
de las zonas conurbanas y el incremento en la respuesta inmunoldgica polarizada
hacia T2 frente a alérgenos comunes, la cual ademas se ha duplicado en las
ultimas décadas. La incidencia de rinitis alérgica en zonas urbanas duplica a la
correspondiente a la zona rural (Gaspar-Lépez et al., 2014), mientras que en una
escala temporal la morbilidad se ha duplicado en las ultimas dos décadas; éstas

cifras son asociadas al aumento de las actividades socio-econdémicas de la
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poblacion en zonas conurbanas, principalmente relacionadas al transporte
(Secretaria del Medio Ambiente, 2012), que generan un incremento drastico de las
emisiones de diferentes contaminantes a la atmdsfera, tales como: éxidos de
nitrogeno, compuestos aromaticos policiclicos, contaminantes téxicos (benceno,
plomo, xileno, fosforo, bario), metano, CO,, particulas y otros compuestos
organicos volatiles (SEDEMA, n.d.). Los efectos de estos factores contaminantes
en las barreras fisicas primarias incluyen el aclaramiento mucocilar, aumento en la
permeabilidad de células epiteliales y la alteracién de la afinidad de moléculas de
adhesion, generando una modificacion a la composicién o respuesta de algunos
de los elementos principales de la inmunidad innata. Un estudio especifico
respecto al Diésel, por ejemplo, ha demostrado que potencia el efecto antigénico
del polen (Gaspar-Lopez et al., 2014). , los esfuerzos de investigacion en alergias
estan centrados en mecanismo de redireccionamiento de la repuesta Th2 hacia

Th1 con fines de reducir la incidencia de la respuesta alérgica atépica

2.6 Aeroalergenos: polen

La profilaxis basica para los efectos clinicos de la HS Tipo | consiste en evitar la
exposicidon de la persona al alérgeno desencadenante. Sin embargo, existen
numerosos casos en los que por caracteristicas de los alérgenos o0 zona y ritmo
de vida de las personas atdpicas, es imposible controlar todas las variables que
determinan el contacto del mediador inmunoldgico con su antigeno diana, como

sucede en el caso de muchos de los denominados aeroalergenos.

Los aeroalergenos representan un grupo heterogéneo de particulas
relativamente grandes y complejas transportadas por el efecto mecanico de viento
comun y que son capaces de inducir cuadros alérgicos en personas atopicas.
Como ejemplo de aeroalergenos se encuentran las esporas de hongos, pélenes,

acaros, polvo, epitelios de animales, etc. Con un tamafo que varia entre una y 60
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micras, su relevancia inmunoldgica radica en la complejidad de su composicion
rica en proteinas (o sustancias unidas a estas) e hidratos de carbono, con
caracteristicas antigénicas y masa atomica entre 3000 y 40000 U (Hernandez
Chavez et al., 1999). Debido a su compleja composicidén bioquimica y su amplia
distribucion, el polen resalta dentro de los aeroalergenos como uno de los agentes
de mayor relevancia clinica, especialmente como factor en la rinitis alérgica

estacional y el asma (Asam et al., 2015).

El polen se define como las células sexuales masculinas producidas por
plantas con flores. Aunque cada polen tiene caracteristicas particulares
determinadas por la especie, se pueden clasificar de forma burda pero funcional
en dos grandes grupos: los que son grandes, pesados y cerosos, que requieren de
polinizadores como los insectos (entomofilia); y aquellos que son secos, livianos y
de tamafos pequefios, faciimente transportados por el aire para polinizar otras
plantas (anemofilia) (Celio Murillo et al., 2014). Esta clasificacion también aplica a
grandes rasgos en la prevalencia de polen antigénico, siendo el tipo de polen
pequeio y liviano los que mayoritariamente desencadenan los sintomas de

alergia.

Debido a que entre el proceso de liberacion del polen a partir de los
estambres y la fecundacion puede pasar mucho tiempo o presentarse condiciones
adversas que modifiquen su viabilidad, las células polinicas han desarrollado
estructuras de resistencia altamente especializadas (exina y la intina) que le
brindan alta resistencia a procesos de degradacidon y desecacién. Al entrar en
contacto con las mucosas, los granos de polen absorben agua a través de sus
aperturas (activacion) liberando las proteinas hidrosolubles al exterior (Anero
Bartolomé & et al.,, 2008; Guidos F & Almeida A, 2005). Estas caracteristicas
desatacan la participacion del polen en procesos alergénicos en espacios

temporales mas amplios respecto a otros aeroalergenos.
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Aunque que existe el término médico denominado polinosis (generalizado
para referir alergia o sensibilizacion a los pdélenes en diferentes grados) ésta
patologia es especifica a determinados antigenos presentes en el polen (Okubo et
al., 2017), por lo que puede presentarse reactividad cruzada con el polen de
diferentes especies e incluso con algunos alimentos o medicamentos. Por lo tanto
la identificacion y actualizacion de las especies vegetales generadoras de polen
alergénico y la caracterizacion de reactividad cruzada entre antigenos de dos o

mas especies tienen un alto valor clinico en el diagndstico y tratamiento.

2.7 Tratamientos para la rinitis alérgica y asma

En la actualidad existe una gran variedad de medicamentos para tratar de manera
efectiva la rinitis alérgica y asma y la mayoria de los pacientes pueden llegar a
lograr un buen control sintomatico de la rinitis alérgica y asma. La terapias
farmacoldgicas y no farmacoldgicas van orientadas a evitar sintomas molestos
durante el dia y durante la noche, necesitar poca o ninguna medicacion
sintomatica, tener una funcion pulmonar normal o casi normal y la reduccion de
todos los factores que pueden generar exacerbaciones (crisis o ataques)
asmaticas graves ya que estas situaciones, en caso de no ser tratados
adecuadamente, pueden poner en riesgo la vida la persona. De manera analoga
se busca que dicho control sintomatoldgico se encuentre en un equilibrio positivo
respecto a los efectos adversos o secundarios del tratamiento (Larenas-
Linnemann et al., 2017). Aunque el control continuo de la rinitis alérgica y asma
permiten que un paciente que las padezca pueda desarrolla su vida de manera
normal se ha evaluado que la mayoria de los pacientes no posee el diagndstico y
tratamiento adecuado; en aquellos pacientes con acceso al tratamiento se ha
evidenciado que hasta el 80% no utilizan los inhaladores correctamente y en torno

al 50% de los adultos y nifios no toman los medicamentos de control segun lo
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prescrito (Global Initiative For Asthma, 2016). Al ser la rinitis alérgica y asma
enfermedades cronicas que requieren medicacién y evaluacién continua, existe
una alta tasa de abandono terapéutico por costos de tratamiento y efectos
indeseados al uso de medicamentos como corticosteroides inhalados,
broncodilatador agonistas (2, modificadores de los leucotrienos, cromonas,
anticolinérgico de accion prolongada, entre muchos otros (Larenas-Linnemann et
al., 2014). Desde el punto de vista econdmico se ha estimado que alrededor del
70% del costo total de la enfermedad asmatica estd determinado por su mal
control y manejo (Serra Batlles, n.d.). Adicionalmente en la clinica se ha
observado que una pequefa proporcion de pacientes no responden a la

farmacoterapia.

Una terapia con fines de cura para la rinitis alérgica y asma es la
inmunoterapia con alérgenos. Desde sus primeros usos hacia la primera década
del siglo XX su aplicacion es un tema que ha sido ampliamente debatido por los
alergologos durante muchas décadas e instituciones de salud por su seguridad y
eficacia variables (Warner, 2011); no obstante hoy en dia se han desarrollado
nuevas técnicas (sublingual) y formulaciones que han generado que actualmente
se considere a la inmunoterapia una alternativa eficaz y segura, en diferentes tipos
de alergia (ej. sensibilizacion a alimentos, dermatitis atipica (Pajno, 2007). Esta
terapia se basa en la modulacion de los respuesta inmunitaria por administracion
clinica controlada de alérgenos especificos para recuperar la tolerancia, esto
conduce a una disminucion en los sintomas y en la necesidad de medicacién, sin
embargo la terapia también tiene la capacidad de producir efectos clinicos no
deseados a largo plazo y la formacién de nuevas alergias y sintomas, siendo un
punto critico dentro de su desarrollo la estandarizacién adecuada de un perfil de
seguridad en los alérgenos utilizados (Jacobsen et al., 2012; Stephen J., James
N., Nouri-Aria, & Stephen R., 2004).
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2.8 Inmunoterapia de alérgenos especificos

La inmunoterapia de alérgenos especificos (IAE) es un tratamiento
antiinflamatorio, causa-especifico y preventivo para las enfermedades respiratorias
alérgicas; actua influyendo en los mecanismos inmunoldgicos basicos, que resulta
en la supresion del aumento estacional de la eosinofilia, aumento de IgG
especifica y la reduccién de la reactividad de fase tardia e inducciéon a un cambio
de una respuesta de tipo Th2 a Th1, de forma inicial y mantenida (Jacobsen et al.,
2012; Stephen J., James N., Nouri-Aria, & Stephen R., 2004).

La inmunoterapia genera una mejoria sintomatica que se correlaciona con
reducciones de eosindfilos e IL-5 en la mucosa nasal (Wilson et al., 2001) durante
la temporada de polinizacion, asi como con una mayor produccion de interferon-
gamma (INF-y). Se ha descrito que la inmunoterapia induce una respuesta
mediada por IL-12, que se muestra inversamente relacionada con la produccion de
IL-4 y promueve una respuesta de Th1, caracterizada por la produccion de INF-y,
que promueve la produccién de IgG (Hamid et al., 1997), asi como una nueva
respuesta reguladora de células T caracterizada por la induccion de IL-10 que
precede a la actividad inhibitoria de anticuerpos 1gG4. El TGF- es también un
mediador de células reguladoras T inducido por inmunoterapia (Jutel et al., 2003)
que es responsable de la regulacion a la baja de la respuesta Th2, la reduccion de
la produccion de IL-5 y la prevencién de eosindfilia e inflamacién inducidas por la
exposicion al alérgeno. Esto conduce a una modulacion de los sintomas reflejado
en una menor respuesta clinica inflamatoria al alérgeno desencadenante y menor
utilizacién de terapia farmacoldgica. La reduccién en la medicacion sintomatica
temprana lograda después del inicio del tratamiento con IAE se ha demostrado
para el polen y para los alérgenos perennes (Jacobsen et al., 2012; Velarde-
Dominguez, Talavera-Hernandez, Sanchez-Santa Ana, & Madrigal-Mendoza,
2002; Warner, 2011).
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Aunque el tratamiento con IAE tiene un amplio valor clinico, se ha descrito
que su eficacia y seguridad estan intimamente ligadas a las caracteristicas de los
extractos alergénicos empleados. La investigacion inmunoldgica basica, el
conocimiento especifico sobre enfermedades alérgicas y la investigacion intensiva
relacionada con las moléculas alergénicas y los extractos utilizados para el
diagnostico y la terapia se han estado desarrollado constantemente durante
décadas con el fin de mejorar las oportunidades para el tratamiento especifico de
enfermedades respiratorias alérgicas (Jacobsen et al., 2012). Tanto para la terapia
localizada de enfermedades alérgicas como su diagndstico, el paso fundamental
consiste en la identificacion y caracterizacion de las moléculas alergénicas

desencadenantes.
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3. Antecedentes
3.1 Inmunoterapia a polinosis

El tratamiento actual para los procesos de HS tipo | consisten de manera global y
no excluyente en: a) evitar la exposicion, b) administrar anti-inflamatorios para
contrarrestar o disminuir los efectos fisiologicos de la HS c) administracion de
medicamentos moduladores de la respuesta inflamatoria y d) administracion de
inmunoterapia. En el caso de personas donde no es posible eliminar el
componente que desencadena la reaccion alérgica del entorno inmediato de la
persona atopica, es necesaria la administracion frecuente de farmacos anti-
inflamatorios cada vez que se presente un cuadro alérgico, asi como otras

terapias preventivas a la exposicion.

Una alternativa farmacoldgica orientada a la cura mas alla del tratamiento
de los sintomas es la inmunoterapia. Este tipo de tratamiento tiene su enfoque en
el redireccionamiento de la respuesta inmunolégica a un alérgeno mediante la
administracién gradual y controlada de extractos concentrados que posean los
alérgenos naturales diana, generando una paulatina disminucion de los sintomas
de la alergia y una consecuentemente reduccion del uso de medicamentos. La
terapia inmunogénica subcutanea es un tratamiento bien documentado para tratar
la rinitis alérgica y el asma, sin embargo, se ha observado que la tasa de
respuesta y el nivel de ésta se encuentran intimamente relacionadas a la calidad
del extracto alergénico, ya que estos, de manera natural, pueden contener
cantidades variables de alérgenos individuales, incluidos alérgenos a los que el
paciente puede no estar sensibilizado. Las terapias mas comunes utilizadas en la
practica de alergia clinica ahora estan disponibles como productos
estandarizados, pero esta estandarizaciéon actualmente no es homogénea (Pajno,
2007). Aunque tanto en la industria como en la investigacion basica se utilizan
procesos normalizados de operacién para la obtencion de extractos referencia de
polen, estos son obtenidos de especimenes con variabilidad biologica intrinseca
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entre laboratorios e incluso lotes, aunado a bajas concentraciones de alérgenos
de interés clinicos respecto a la composicién neta del extracto. Los alérgenos se
extraen comunmente a 4°C con una solucién de bicarbonato de amonio y el
extracto de proteina resultante se ultrafiltra para eliminar moléculas pequefias (<1
kDa). El extracto final contiene todos los alérgenos y proteinas solubles de la
materia prima en una solucion preservadora; estos incluyen los componentes
bioldgicos activos (alérgenos mayores o menores) asi como componentes no
bioactivos en las reacciones alérgicas, como otras proteinas, glicoproteinas y
carbohidratos. Cada fabricante tiene su preparacion de referencia interna para
determinar la actividad inmunoldgica de una preparacion de extracto alergénico.
Para evaluar la composicion de los extractos alergénicos entre lotes se emplean
diversos meétodos bioquimicos e inmunologicos tales como analisis
electroforéticos (SDS-PAGE), analisis de espectros de dicroismo circular, analisis
inmunoquimicos, analisis de espectrometria de masas y enfoques protedmicos,
entre otros, para controlar la composicion constantes del producto alergénico
respecto al de referencia (Jeong, Hong, Lee, & Park, 2011). La preparaciéon de
referencia interna se utiliza posteriormente como ejemplo para ajustar la actividad
alergénica de cada lote comercial in vitro. En algunos casos los alérgenos se
modifican previamente para producir alergoides con el fin de aumentar su
inmunogenicidad y/o brindar una menor capacidad para unirse a IgE especificas,

disminuyendo el efecto inflamatorio de su administracion (Pajno, 2007).

A pesar de los esfuerzos de obtener condiciones normalizadas de
extraccion y contraccion de alérgenos de interés entre los diferentes extractos, en
la practica se presenta una muy alta variabilidad entre los extractos asi como
déficits en los procesos de purificacion que se reflejan en la clinica como falta de
eficacia dentro de la inmunoterapia y baja sensibilidad y especificidad en el
diagndstico; la calidad de los extractos polinicos es critica para ambos procesos,
se ha descrito que la concentracion de alérgenos principales individuales se
correlaciona con la potencia biolégica y la actividad-IgE de extractos de alérgenos

(Jeong et al., 2011). Los alérgenos recombinantes ofrecen la posibilidad de utilizar
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moléculas bien definidas con una calidad farmacéutica consistente definida en
unidades de masa, ademas permiten identificar dominios relevantes en las
reacciones cruzadas frente a otras plantas. La importancia en la obtencion de
extractos alergénicos adecuadamente estandarizados es uno de los objetivos
principales en paises desarrollados, por tal motivo, la Union Europea ha estado
financiando un gran proyecto multidisciplinario para mejorar la estandarizacion de
alérgenos en Europa (Development of Certified Reference Materials for Allergenic
Products and Validation of Methods for their Quantification) (Jeong et al., 2011). El
objetivo final del proyecto es desarrollar materiales de referencia candidatos que
consistan en los alérgenos principales purificados naturales o preferentemente
recombinantes. Dado que la poblacion meta de la imnunoterapia es aquella que
sufre de rinitis alérgica y asma por polinosis en un espacio y tiempo determinado,
el primer paso para llevar a cabo una adecuada estandarizacién de los antigenos
polinicos de relevancia clinica es determinar cuales, de entre las especies
vegetales endémicas o recurrentes de una zona geografica, conllevan a una
reaccion alérgica de mayor intensidad y en un cantidad de individuos significativa
respectos a la poblacién total con rinitis alérgica y asma en la regién o poblacion

delimitada.

3.2 Identificacidon de especies alergénicas

La identificacién habitual de pacientes sensibilizados a un alérgeno especifico se
lleva a cabo mediante pruebas cutaneas tipo Prick test o de estimulacién rino-
nasal. En la practica clinica la metodologia preferida es la utilizacion de la prueba
cutanea tipo Prick Test; esta se realiza seleccionando diferentes extractos de
polen de relevancia alergénica, que se aplican en micropunciones realizadas en la
zona del antebrazo o en la espalda. Esta técnica tiene las cualidades de que
permite evaluar la actividad de diferentes extractos de manera simultanea, con
pocas molestias a las pacientes, de forma no invasiva y que ademas permite una

valoracion semicuantitativa del grado de respuesta al estimulo con base al
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diametro de la reaccion desarrollada, adicionalmente esta técnica permite el uso
de controles tanto positivos (ej. histamina) como negativos (ej. solucion salina,
solucion de glicerina, o preferentemente la solucion base del extracto de los
extractos evaluados) que sirven para identificar que el tratamiento farmacolégico
del paciente no esté interfiriendo con la identificacion del agente causal, asi como
para descartar la contaminacion con alérgenos en los utensilios empleados.
Numerosos autores seleccionan esta técnica en la identificaciéon de antigenos
alergénicos para identificar a los pacientes que presentan sensibilizacion a las
especies de interés (Becerril et al., 2008; Rodriguez et al., 2011; Tehrani et al.,
2010). Los criterios pueden ser variables pero de acuerdo a las principales guias y
metodologias se considera una prueba prick test positiva cuando se presenta una
roncha de al menos 3 mm de diametro mas grande que el control negativo,
rodeada por un eritema (Bousquet et al., 2012; Heinzerling et al., 2013). Se debe
considerar que previo a la prueba se les solicita a los pacientes suspender el

tratamiento con antihistaminicos al menos durante tres dias antes de la prueba.

3.3 Identificacion y caracterizacion de antigenos

Anteriormente se han descrito diferentes metodologias para llevar a cabo la
identificacion de antigenos de polen de relevancia clinica. Chakraborty y
colaboradores realizaron un estudio en la India sobre la identificacion de
alérgenos en una poblacién de 448 sujetos alérgicos sensibles a diferentes tipos
de polen de palma identificados mediante pruebas prick test. La metodologia para
determinar el nivel de IgE especifica en cada uno de los sueros para cada
extracto de polen describe el uso de un ensayo tipo ELISA especifico para el
extracto alergénico de palma, usando conjugado de un anticuerpo anti-lgE
humana acoplado a peroxidasa. La clasificacién de sueros positivos se definié en
una relacion >3.5 veces mayor de la relacion de la densidad optica del paciente
frente al suero control (no atdpico). Posterior a la identificacion realizaron un

inmunoensayo tipo Western blot para identificar los componentes alergénicos
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significativos. Cabe destacar que adicionalmente realizaron una comparacion
microscopica de lo granos polinicos colectados para comparacion morfologica y
que los extractos que utilizaron en todas sus determinaciones fueron obtenidos
por extraccion experimental en el laboratorio. Su investigacion cobra una gran
relevancia en la identificacion de antigenos alergénicos especificos para su
poblacidn respecto a otros ya descritos, distinguiendo que los antigenos de
relevancia pueden presentarse con amplia gama tamanos (100 a 16 kDa)
poniendo en evidencia la necesidad de evaluar todas proteinas presentes en el
extracto. Adicionalmente destacan que los granos de polen alergénicos con
reactividad cruzada no necesariamente presentan una similitud morfolégica
(Chakraborty et al., 2004).

Aunque la metodologia de Western blot permite una separacion y
diferenciacién selectiva, la concentracion relativas de las proteinas de interés o la
superposicidon del espectro de masas de proteinas no adecuadamente purificadas
puede generar problemas interpretativos, especialmente en muestras con
proteinas de composicion y tamafo similares, ademas de otras sustancias.
Debido a estas condiciones, en la gran mayoria de las investigaciones
bioquimicas que utilizan extractos biolégicos es necesarios llevar a cabo procesos
previos de purificacion. En estos puntos es critico realizar determinaciones
experimentales que permitan obtener las proteinas de interés de una forma
eficiente, en buena concentracion y manteniendo su propiedades biolégicas de
interés (Chavez Rojo, 2017).

Caracterizaciones previas en antigenos alergénicos en Chenopodium
album, utilizando extracto de polen comercial refieren la necesidad de multiples
pasos de cromatograficos para obtencibn de antigenos adecuados para
caracterizacion. Barderas y colaboradores refieren los primeros pasos de
purificacion a través de un columna de filtracion en gel (Sephadex G-75) y
posteriormente una cromatografia en una columna de afinidad de poli L-prolina.
Cabe senalar que en todos los procesos donde se busca la purificacién de

antigenos se utilizan eluyentes compatibles que preserven los dominios
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alergénicos reconocidos por las IgEs de pacientes sensibilizados. De acuerdo a la
descripcion metodoldgica de los investigadores adicionalmente se requirid la
utilizacién de otros métodos de intermedios como la didlisis y la liofilizacion en
casos de necesidad de cambio de medio. En la fase final del aislamiento de los
antigenos y con el fin de realizar una purificacion mas fina, se menciona la
utilizacion de una cromatografia de fase reversa a través de columnas Cqg
acopladas a un HPLC. Durante la caracterizacion, Barderas y colaboradores
recalcan la importancia de realizar analisis en los diferentes pasos de
cromatografia mediante SDS-PAGE y inmunodetecciones para la identificacion de
fracciones de alta importancia, estos pasos ademas permiten ir realizando una
caracterizacion molecular (Barderas y Villalba). La separacion por electroforesis
SDS-PAGE en condiciones reductoras utilizando una concentracion de 12% a
15% de acrilamida muestra excelentes resultados en la separacion de extracto
polinico (Tehrani et al., 2010). La estandarizacion de concentracion en las
electroforesis SDS-PAGE se pueden realizar mediante tinciones reversibles del
gel como en la tincién con Azul de Coomassie brillante (Hasnain et al., 2016) o de
mayor sensibilidad como en la tincidén de plata (Steinberg, 2009), mientras que el
revelado con quimiolumniscencia para detectar los inmunocomplejos en el
Western blot ha sido una de las técnicas en muchos laboratorios por su alta
sensibilidad y estabilidad de la reaccion, que ademas permite tener una
evaluacion que puede ser dependiente del tiempo de exposicién (Tao & He,
2005).

Variaciones en las metodologias de identificacion de proteinas con
actividad alergénica también incluyen la utilizacién electroforesis de una y 2
dimensiones (Mousavi et al., 2017), y con pasos finales de identificacion completa
utilizando un analisis de espectrometria de masas (Tiotiu et al., 2016). En todas y
cada una de las caracterizaciones es constante la utilizaciéon de IgE procedente
de pacientes atdpicos sensibilizados al extracto polinico de especie vegetal,
identificados mediante una preseleccion de candidatos mediante pruebas prick
test y confirmado por métodos de inmunodeteccion de mayor sensibilidad. El
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analisis estructural de las proteinas alergénicas relevantes en la clinica permite la
identificacion de homologia secuencial o estructural que caracterizan un potencial
alergénico y que pueden determinar la reactividad cruzada entre alérgenos de
polenes de distintas especies (Offermann et al., 2016), en el analisis a este nivel
se han identificado a las profilinas como algunas de las principales proteinas
alergénicas en especies vegetales (Landa-Pineda et al., 2013; Valenta et al.,
1993).

Cuando los alérgenos ya han sido aislados, caracterizados molecular y
estructuralmente, se pueden llevar a cabo de técnicas recombinantes para la
produccion en masa de antigenos con relevancia tanto en la clinica como en la
investigacion. Los antigenos purificados se utilizan ampliamente en la
caracterizacion fundamental del mecanismo de activacion de la respuesta alérgica
utilizando una gran gama de modelos animales, celulares y moleculares como son
los modelos murinos de sensibilizacion (Groeme 2016) asi como ensayos de
proliferacion en células humanas (Groeme et al., 2016; Rosas Alvarado, Montes
Montes, & Garcia Latorre, 2008).

3.4 Especies alergénicas en México

En México, numerosos articulos basados en datos clinicos de la Ciudad de
México ha corroborado la participacion del polen como agente causal de rinitis
alérgica y asma, donde se ha evidenciado que en ciertas zonas de la Ciudad de
México, hasta un 56% de pacientes deben sus sintomatologia a la sensibilizacion
a malezas y un 33% y 11% a sensibilizacion a arboles y gramineas,
respectivamente (Gaspar-Lopez et al., 2014). Los estudios cronolégicos en la
identificacion de polenes de relevancia clinica en la CDMX mencionan a los
géneros Chenopodium y Amaranthus a través de las décadas y en la actualidad.
En la Tabla 3.4.1 se muestra una comparacion de origen de pdlenes alergénicos
de malezas relevantes en México a través del tiempo con base a los articulos de
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Teran (2014) y Gaspar (2014). En ambas evaluaciones destaca de manera
constante la familia Amaranthaceae con la subfamilia Chenopodioideae, antes

Chenopodiaceae.

Tabla 3.4.1. Identificacion de las malezas alergénicas en la CDMX en las ultimas

décadas.
Origen Década Periodo de tiempo
1940 1970 1980 1990 2007-2014
Ambrosia Artemisa Ambrosia Cheno-Am Amaranthus
@
i‘, Cheno-Am Cosmos  Chenopodium  Compositae Chenopodium
©
=
Helianthus Helianthus ~ Compositae Cruciferae Artemisa
Reseda luteola Rumex Cheno-Am Daucus Heliantus
Rumex Ambrosia

Aunque los estudios se realizan comparando la respuesta de los pacientes
diagnosticados con rinitis alérgica o asma a pélenes, pocos de ellos consideran
un estudio profundo que considere polisensibilidad a polen u otros aeroantigenos.
Este es un factor muy relevante que puede generar sesgos estadisticos
poblacionales y de impacto socioeconémico al no considerar fuentes variadas
como origen de la patologia, por lo tanto, un factor determinante a considerar
durante los estudios de prevalencia de polinosis en una region especifica, es
identificar la actividad alergénica cruzada entre dos o mas especies de las
regiones aledafnas. La reactividad cruzada se en alergias se define como el
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desarrollo de sintomatologia de manera consecuente a la interaccion de IgE
especifica a una fuente proteica sin que haya existido contacto previo con la
misma; esto implica que aunque la respuesta inmunoldgica fue generada contra
un antigeno especifico, la alta similitud estructural con otro antigeno, permite un
reconocimiento previo a la sensibilizacion. Las condiciones que permiten el
desarrollo de esta condicion varia mucho de acuerdo a la respuesta inmune
individual asi como a el tipo e intensidad de la exposicion al alérgeno, sin
embargo se ha identificado que la principal caracteristica es la naturaleza del
antigeno (Nieto et al., 2004). La reactividad cruzada frecuentemente se presenta
en especies relacionadas taxonomicamente, sobre en todo en proteinas
especificas de familias o subfamilias, aunque no se descarta que la reactividad
cruzada se pueda presentar en especies sin relacion estructural o taxondmica, e
incluso con algunos alimentos o materiales, como es el caso de la alergia al latex

y el platano (Delbourg et al., 1996).

En el articulo original de Rosas-Alvarado et al. (2011), Atlas de los pdlenes
alergénicos de mayor relevancia en México se llevd a cabo una evaluacion y
comparacion morfoldégica de los polenes mas utilizados en pruebas cutaneas
(PC), donde se puede observar que respecto a las malezas tanto el género
Amaranthus como Chenopodium, ambos derivados del Orden las Caryophyllales,
comparten semejanzas relevantes en la morfologia y dimension de sus granos de
polen: tamafo pequefio a mediano (23-28 um), de forma esferoidal, superficie
escabrida y numerosos poros con membrana granulada (Figura 3.4.1). Estas
similitudes estructurales se pueden asociar a que dichos géneros comparten
determinantes bioquimicos en su exina e intina que podrian estar caracterizando

la estructura del grano de polen asi como su actividad alergénica.

Por otra parte, un estudio realizado en México para identificar los
principales alérgenos utilizados en la practica clinica de pruebas cutaneas
identifica a los extractos de Amaranthus y Chenopodium dentro de los 5 extractos
de podlenes de maleza de mayor frecuencia de uso en las pruebas cutaneas de

rutina, de acuerdo a una encuesta realizada a miembros activos del Colegio
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Mexicano de Inmunologia Clinica y Alergia y del Colegio Mexicano de Pediatras
Especialistas en Inmunologia Clinica y Alergia. De acuerdo el analisis, la
seleccion de extractos de Amaranthaceae (Chenopodium, Atriplex, Salsola,
Amaranthus) destaca junto a otras dos familias (Asteraceae y Urticaceae.) por sus
caracteristicas de aerobiologia local, la alergenicidad del polen descrita en la
literatura y la potencial reactividad cruzada con otros pdlenes (Larenas et al.,
2009).

Figura 3.4.1. Comparacion morfolégica de polen de las familias Amaranthaceae y
Chenopodiaceae. a) Seccién optica. b) Detalle de las aperturas. Tomada de: Atlas de los

pdlenes alergénicos de mayor relevancia en México (Rosas-Alvarado et al., 2011).

3.4.1 Amaranthaceae

La Amaranthaceae es una familia taxondémica que describe las caracteristicas
homdlogas de 180 géneros con alrededor de 2500 especies, incluyendo a los
géneros de Amaranthus y recientemente a Chenopodium, ambos identificados
como dos de los principales agentes causales de polinosis en la CDMX y otras
zonas urbanas. Anteriormente, Amaranthaceae era una familia considerada
independiente de Chenopodiaceae, sin embargo diversos estudios ubican a
Chenopodiaceae como una familia estrechamente relacionada con

Amaranthaceae, sugiriendo que ambos taxones pueden pertenecer a grupos
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hermanos o que bien, una de las familias podria estar derivada de la otra, por lo
que recientemente se ha reconocido a Amaranthaceae como el taxén principal,
del que se desprenden las subfamilias equivalentes de Chenopodioideae vy
Amaranthoideae. Publicaciones anteriores a 2013 aun consideran los taxones
anteriores sin perjudicar las correctas descripciones o estudios de campo, la

denominacion de las especies permanece constante.

La subfamilia Amaranthoideae corresponde a un conjunto de plantas
herbaceas anuales o perennes de tallos rojizos, con inflorescencias de apariencia
racimosa, definidas, cimosas y axilares. Aunque algunas de las especies del
género Amaranthus poseen un alto valor alimenticio, una gran mayoria son
consideradas malezas debido a que poseen una gran capacidad invasiva que
afecta el crecimiento de las plantas endémicas o aledafias. La distribucion
geografica de la familia Amaranthaceae se ubica principalmente en suelos salinos
y aridos, pero su gran capacidad adaptativa y resistencia a adversidades les
permite encontrarse en casi cualquier variedad de suelo, inclusive aquellos
contaminados con sustancias toxicas, como el arsénico. Como malezas tienen

una alta distribucion en suelos urbanos (Villalba et al., 2014).

En Amaranthaceae la mayor parte de
los géneros son nectariferas y de perianto rojo
o0 rosa, aparentemente entomofilas, con la
notable excepcién del género Amaranthus,
que posee flores carentes de nectarios y de
caracteristicas anemofilas por la produccion
de granos de polen relativamente pequefios y
no ornamentedos, con ciclos de polinizacion
ubicados entre Junio y Octubre, fuera de la
temporada de polinizacién de otras especies

Amaranthus palmeri, Phoenix, (Espinosa & Sarukhan, 1997).
Arizona 2006- Michael J. Plagens
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La caracterizacion de antigenos dentro de Amaranthaceae ha sido un tema
de estudio muy amplio debido a su amplia distribucion en muy diversos tipos de
suelo y su potencial antigénico. Las especies de Amaranthaceae juegan un papel
cada vez mas importante en la respuesta alérgica. En consecuencia, se espera
que las amarantaceas se conviertan en una de las principales causas de

sensibilizacion al polen en diferentes areas (Villalba et al., 2014).

Dentro de esta familia se han caracterizado y/o expresado como proteinas
recombinantes 9 alérgenos, incluyendo 3 de la especie Chenopodium album (Che
a 1, Che a 2, Che a 3, se describiran a detalle mas adelante), 5 de Salsola kali
(Sal k 1 a Sal k 5) y uno de Amaranthus retroflexus (Ama r 2). En nuestro grupo
de investigacion, Landa Pineda y colaboradores en 2016 describieron un alérgeno
mayor para Amaranthus palmeri utilizando una metodologia similar a la descrita
en las secciones 3.2 (Pruebas cutaneas prick test) y la secciones 8.5 y 8.6
Caracterizacién de antigenos alergénicos (ensayo ELISA, electroforesis SDS-
PAGE, espectrometria de masas); las caracteristicas de este alérgeno lo definen

como una profilina de un peso molecular de 14 kDa (Landa-Pineda et al., 2016).
3.4.2. Chenopodiaceae

La subfamilia Chenopodiaceae, también llamada familia de la acelga o el quelite,
en una rama taxondmica caracterizada por plantas herbaceas mas o menos
carnosas, anuales o perennes (a veces arbustos) que crecen en habitats
alterados, salinos o xéricos (medio seco); flores pequefias ubicadas en densas
inflorescencia cimosas, con ovario unilocular con un unico évulo solitario y basal.
Aunque taxondmicamente hoy en dia corresponde a una subfamilia de
Amaranthaceae, en gran parte de la literatura descriptiva previa a esta
clasificacion de Chenopodiaceae se refieren a ella como familia (Rosas-Alvarado
et al., 2011).

Chenopodiaceae engloba 104 géneros y 1510 especies, incluyendo plantas

alimenticias como Beta vulgaris (acelga), Spinacia oleracea (espinaca) y diversas
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especies de Chenopodium (quelites y quinoa), asi como otra ornamentales, como
Atriplex (armuelle) y Salicornia (salicornia) y diversas malas hierbas de los

generos Chenopodium (bledo) y Salsola (barrilla) (Espinosa & Sarukhan, 1997).

En México las especies del orden de los Chenopodiales (Caryophyllales)
han tenido una gran importancia en la alimentacion Mexicana por su alto valor
nutrimental y gran distribucion geografica. En la dieta indigena se considera como
“‘quelite” (Chenopodiaceae) a cualquier planta de la que pueden comer hojas y
tallos tiernos y que, generalmente se recolectan en las milpas o sus alrededores.

El sustantivo quelite deriva del
vocablo nahuatl quilitt que
significa hierba comestible y
engloba diferentes especies
con nombres comunes como
hoja santa (Piper auritum),
chivitos (Calandrinia micrantha
Schltdl.), papalo (Porophyllum
ruderale), las lenguas de vacas
(Sansevieria trifasciata) y los
quelites cenizos (Chenopodium
berlandieri/ Chenopodium

album) (Mera Ovando, n.d.).

Chenopodium album- Max Licher, http://swbiodiversity.org

El género Chenopodium se caracteriza por distribuirse en suelos ricos en
sales alrededor de lugares habitados o alterados, sus flores son inconspicuas y
rara vez reciben la visita de insectos, lo que supone una distribucién anemdfila del
polen. Sus hojas a menudo presentan indumentacion de pelos con &apices
tabicados que contienen agua y oxalatos, los pelos secos sobre las partes

maduras generan una apariencia harinosa o ceniza.
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Para el género Chenopodium se han identificado y aislado 3 antigenos de
relevancia clinica encontrados de forma natural en la especie Chenopodium
album también llamada Lamb’s Quarter (Kuntze O. et al., n.d.). Dichos antigenos
se caracterizaron y fueron expresados como proteinas recombinantes en
bacterias y levaduras. El primer antigeno descrito fue el antigeno de polen Che a
1, caracterizado en 2002 por Barderas y su equipo de trabajo. Se trata de un
glicoproteina de 143 aminoacidos (aa) y 17 kDa, miembro de la Ole e 1-like
protein family, de la que presenta identidad entre 27 y 45% con algunos de sus
miembros (Villalba et al., 2014). Su secuencia proteica se encuentra en la base de
datos UniProtKB/Swiss-Prot bajo el numero de acceso Q8LGRO (NCBI, n.d.-a). La
cadena total de aa es de 186, de los cuales la region 1 a 25 constituyen la seccion
de senalizacién, mientras que la region del aa 32 a 114 define su identidad a la

familia Pollen proteins Ole e | like.

Che a 2, el segundo antigeno de mayor relevancia presente en
Chenopodium album fue también descrito por Bardera et al, obteniendo el cDNA
codificante para una cadena de aminoacidos de 133 aa perteneciente a un pan-
alérgeno de la familia de las profilinas. Esta familia engloba proteinas de entre 12
y 15 kDa asociadas a la regulacion de la dinamica del citoesqueleto y la
transmision de senales intracelulares; se encuentran presentes en todas las
células nucleadas, principalmente en derivados vegetales como podlenes vy latex,
siendo sensibles a cambios de pH y enzimas digestivas. La actividad de Che a 2
se relaciona a la polimerizacion de la actina, a la cual se asocia en el
citoesqueleto. Concentraciones altas de la profilina inhiben la polimerizacién de la
actina, mientras que al unirse a PIP2, inhibe la formacién de IP3 y DG (Barderas,
Villalba, Y, Batanero, & Rodriguez, 2004; NCBI, n.d.-b).

Che a 3 es un pan-alérgeno al que se caracterizé y obtuvo clona
recombinante que genera un polipéptido de 86 aa y una masa de 9.5 kDa y
actualmente ya se cuenta con su estructura tridimensional obtenida a partir de
cristalografia de rayos X. Che a 3 pertenece a la familia de las polcalcinas, es

decir, una proteina de unidon a calcio. Las polcalcinas son proteinas con
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secuencias de aa altamente conservadas, el Che a 3 presenta una similitud de
secuencia de aa del 90% con Bet v 4 y 89% a Ole e 3 y Aln g4, variando en su
comportamiento oligomérico. Ademas se les relaciona con la germinacion y el

crecimiento de las plantas, por o que se encuentran muy presentes en polen de
arboles y malezas (Barderas et al., 2004).
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Hipotesis y Objetivos

4. Hipétesis

Dada la estrecha relacion taxonomica de las especies alergénicas Amaranthus
palmeri y Chenopodium album, es posible que ambas especies posean antigenos
de relevancia clinica que presentan epitopos que generan una sensibilidad

cruzada en la poblacion mexicana de la CDMX

5. Objetivo

Aislar y caracterizar antigenos alergénicos de relevancia clinica presentes en
polen de Chenopodium album y evaluar la posible reactividad cruzada con

antigenos alergénicos de Amaranthus palmeri.

5.1 Objetivos especificos
- Determinar la presencia de IgE especificas en suero contra
antigenos alergénicos del polen de Chenopodium album en el suero de

pacientes alérgicos a podlenes.

- Evaluar el grado de reconocimiento, la frecuencia de reconocimiento
en la poblacién evaluada y el peso molecular aproximado de los antigenos
relevantes presentes en el extracto completo de polen de Chenopodium

album.

- Aislar y purificar algunos de los antigenos alergénicos del extracto

alergénico del polen de Chenopodium album.

- Determinar si los Ag aislados de Chenopodium album son
reconocidos por IgE presente en sueros de pacientes alérgicos a

Amaranthus palmeri.

- Caracterizar a los antigenos aislados mediante espectrometria de

masas.
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6. Materiales

6.1 Material Biolégico

Sueros

Las muestras séricas que se utilizaron durante el desarrollo experimental
pertenecen al Banco de sueros local del laboratorio de Bioquimica Estructural de
la Escuela Nacional de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, bajo la

responsabilidad del Dr. César Augusto Sandino Reyes Lépez.

Los sueros proceden de diferentes instituciones de salud, obtenidos de
pacientes atdpicos con diagnostico con rinitis alérgica, asma o ambos, con
pruebas cutaneas positivas a diferentes podlenes. Las muestras se obtuvieron
mediante flebotomia de la zona anterior del brazo, utilizando técnicas apegadas a
las Préacticas de Seguridad Generales y las Practicas Optimas en Flebotomia y
Extraccion Sanguinea (OMS/SIGN, 2010). La muestra se recibié en tubos de
coleccién al vacio sin anticoagulante (tubos Vacutainer de tapén rojo); el suero
obtenido se alicuotd en tubos de PCR a un volumen entre 50 y 100ul, el numero

de alicuotas esta en funcion de la abundancia del suero.

Las muestras fueron rotuladas de acuerdo a un cédigo que referencia su
origen (Tabla 6.1) y numero de paciente. En los casos donde las muestras
pertenecen a personas no asociadas a alguna de las instituciones de salud
referidas las muestras se rotularon con el nombre del donante o sus siglas

correspondientes.
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Tabla 6.1 Nomenclatura del cdédigo de procedencia de las muestra

Instituciéon de Salud Clave experimental

Hospital Centro Médico CM
INER (positivos a polen de arboles) T
INER (positivos a polen de arbol-maleza) X
Hospital Juarez (positivos a pélenes) Jz

Hospital General de México (positivos a polenes) SPA
Pacientes ENMyH, IPN (Positivos a pdlenes) Px
INER (negativos a pdlenes, acaros a alimentos) C

Muestras serologicas de personas sanas sin diagnostico de rinitis alérgica,
asma o alguna patologia infecciosa en curso o de caracter inmunoldgico fueron

utilizadas como control negativo (C-).

Extracto alergénico de Chenopodium album y Amaranthus palmeri.

El extracto alergénico de Chenopodium album de obtuvo de la casa
comercial ALK-Abello (DIN 00299987) preparado 1:20 w/v preservado en solucion
glicerinada al 50%. El extracto alergénico de Amaranthus palmeri se obtuvo de la
misma casa comercial, preparado 1:40 w/v y preservado en solucién glicerinada al
50%.

Anticuerpos Comerciales
o HRP Goat anti-mouse IgG (minimal x-reactivity),
Biolegend Clone: poly4053 Lot b228777

o Monoclonal Anti-human IgE (antibody produced in mouse),

Sigma Aldrich Clone: GE-1 Lot 066M4869V.
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6.2 Soluciones preparadas

Se presentan la cantidad de cada reactivo requerida para preparar un litro de la
solucion (Tabla 6.2). Para todas las soluciones se utilizé6 agua ultra-pura (Milli-Q,

Tipo 1, grado reactivo) obtenida en un sistema Millipore Simplicity UV acoplado a
un filtro termial Biopack (Millipore, Co).
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Tabla 6.2 Descripcidon de soluciones empleada en el proyecto

Solucién Descripcion Sustancia/ Cantidad
Compuesto
NacCl 80g
Amortiguador de fosfatos. KH,PO, 29
PBS 10x (Buffer | Buffer de dialisis. Esta
de dialisis) solucion se qlluye en Na,HPO. 124
proporcion 1:10 con agua
Milli-Q para obtener PBS 1x.
KCI 29
PBS 1x -Tween PBS 10x 100 mL
0.05% (PBS- Solucién de lavado en
Tween) ensayos de ELISA. Tween 20 0.500 mL
Solucioén Na,CO; 164
amortiguadora Solucion para fijar el
de carbonatos antigeno en los ensayos de
pH 9.6 ELISA. NaHCOs; 294
: Solucion de leche en polvo al Leche en polvo 20.0g
Solucion de 2% para los ensayos de
Bloqueo ELISA PBS-Tween cbp. 1L
Solucion amortiguadora de Trizma base 6149
TRIS pH7.6. Esta solucioén se c.b.p.
) diluye en proporcion 1:10 con ajustar el
TRIS-HCI 10x agua Milli-Q para obtener HCI pH de la
TRIS-HCI 1x. solucion a
7.6
. Coomasie G-250 12g
gﬁ\lluecrlon Blue Tincién de proteinas en gel (NH;),PO, 100g
H,PO, 100 ml
Metanol 200 ml
Buffer ibnico utilizad Trizma base 3.0g
_ uffer idnico utilizado Glicina 14.4
Buffer de Corrida durante la electroforesis o g
proteica, realizada en la
técnica de Western blot. SDS 109
Buffer de la transferencia Glicina 14.262 g
Buffer de proteica membrana gel, TRIS (HCI) 3.84¢g
Transferencia realizada durante la técnica Metanol 200 m

de Western Blot.
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6.3 Productos Comerciales

Tabla 6.3 Descripcidn de productos comerciales utilizados

Producto Marca

TMB- Single Solution Thermo Fisher Scientific
TMB- Solution for Blotting Thermo Fisher Scientific
Bradfrod Reagent Sigma Aldrich

ECL  Western Blotting Detection = GE Healthcare

Reagents

Membrana de dialisis SpactralPore Spectrum Laboratories Inc
Membrana de transferencia de PVDF Millipore

Gel de poliacrilamida prefabricado Bio-Rad

High Sensitivity Silver Staining of SDS- | Thermo Fisher Scientific
PAGE Gels

6.4 Columnas de Cromatografia

Se nombran las columnas de cromatografia utilizadas durante el proyecto, con

sus respectivas caracteristicas.

Columna de exclusiéon molecular: Superdex 75

Marca GE Healthcare Lote 10061257
Limites de exclusidn 10-75 kDa

Volumen total 24 mL

Presion max. 5 MPa

Vol. max. de 1.25 mL (5% de vol. Total)
inyeccion

Columna de intercambio iénico: Hitrap CaptoQ

Marca GE Healthcare
Tamanho de particula 90 um
Volumen total 1 ml

Presion max. 0.5 MPa
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Columna de fase reversa C18

Marca Agilent Technologies
Tamano de particula 5 um
Volumen total 1 mi
Presion max. 400 bar
6.5 Equipos
- Espectrofotometro

FPLC: AKTA Pure Chromatography System. GE Healthcare
HPLC Agilent technologies

Lector de placa de ELISA: Microplate Reader (ELISA)
Equipo de liofilizacién

Centrifuga de tubos eppendorf

Centrifuga de tubos falcon
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7. Métodos

7.1 Elaboracion de la curva patrén determinacion de concentracion proteica:

Técnica de Bradford

Existen numerosos métodos para determinar la concentracion de proteinas que
se adaptan a los diferentes requerimientos de sensibilidad y selectividad de
acuerdo a las caracteristicas de una muestra, los equipos y reactivos disponibles,
asi como a los tiempos de experimentacion. La técnica de Bradford es
ampliamente utilizada debido a que presenta una metodologia sencilla,
reproducidle y rapida, que utiliza pocos reactivos, permite generar un proceso
automatizado gracias a sus tiempos de incubacién breves y estabilidad de lectura,
presentando una sensibilidad relativamente alta respecto a técnicas
espectrofotométricas simples en un intervalo de concentracion de 1ug/mL a 1.5
mg/mL. Entre sus desventajas se encuentran el presentar una significante
variacion entre las proteinas de referencia y la proteina de interés de acuerdo a su
proporcion de aminoacidos aromaticos, requiere la realizacidon de una curva

patrén y tiene una relativa incompatibilidad al uso de detergentes.

La técnica se basa en la propiedad del colorante Azul Brillante de
Coomassie G-250 de presentar dos formas coloreadas, la disolucién acuosa con
acido fosférico genera una solucion catidénica de coloracién rojiza pardo. La
estructura quimica del azul de Coomassie G-250 posee una gran cantidad de
grupos aromaticos que al interactuar con entorno hidrofébico de las proteinas
genera un cambio de su coloracién de rojo pardo a azul intenso, el complejo
colorante-proteina presenta un alto coeficiente de extincion y una absorcion
maxima en un rango de 465 a 595 nm. Esta metodologia depende en gran
medida de la unidn inespecifica entre el colorante y las regiones hidrofébicas de la
proteina, por lo que su exactitud se ve afectada por la proporcion de aminoacidos
hidrofébicos y la presencia de contaminantes que modifiquen la interaccién entre
ellos (Garcia-Arellano & Vazquez-Duhalt, 1998; Kruger, n.d.).
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Descripcién de la técnica experimental

La cuantificacién de proteinas totales del extracto se realizd por el método
de Bradford utilizando un estandar de albumina de suero bovino con una
concentracion de formulacién de 2 mg/mL, a partir de la cual se efectuaron
las diluciones respectivas para obtener soluciones independientes con
concentraciones de 0, 250, 500, 750 y 1000 ug/mL de proteina en Buffer
PBS. Todas las lecturas a 595 nm de las muestras o estandares se
realizaron por duplicado. Las muestras se diluyeron 1:10 en PBS y a 33 uL
de esta solucion o de los estandares, se le agregaron 1 mL del reactivo de
Bradford, se incubd por 15 minutos y se registraron las absorbancias a 595

nm de cada muestra o estandar.

7.2 Evaluacion de la presencia de IgE especificas para alérgenos del polen

de Chenopodium album por ELISA.

El ensayo de inmunoadsorcién acoplado a enzima (ELISA, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) es un método inmunoenzimatico en fase sdlida que se
utiliza en la deteccion de Ag o Ac presentes en una muestra con la ventaja de no
usar marcadores radioactivos, manteniendo una alta sensibilidad y especificidad

comparables al método de Radioinmunoensayo (Zambrano Villa, 2007).

El ELISA se desarrolla incubando, ya sea un Ag o Ac, sobre una superficie
inmunoabsorbente, minimizando el efecto de la unidén inespecifica en la
sensibilidad del ensayo mediante el uso de agentes bloqueadores, para que
ocupen las zonas del pocillo no recubiertas en la incubacion inicial y de acuerdo al
tipo de ELISA (directo, indirecto, sandwich), se afade la muestra de
reconocimiento, la cual posee una fraccion de marcaje con actividad enzimatica
(ELISA directo); en caso de que no la posea se requerira el uso de anticuerpos

secundarios marcados para generar los conjugados con actividad enzimatica.
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Descripcién de la técnica experimental

Se adsorbieron por duplicado 5 ug de proteinas totales del extracto total del
polen de polen de Chenopodium album en una placa para ELISA (Corning
Costar® de 96 pozos) diluidos en 50 uL amortiguador de carbonatos pH
9.6. La placa se incubé durante toda la noche (ON) a 4 °C. Los pozos se
lavaron tres veces con un amortiguador de PBS pH 7.4 con 0.05% de
Tween 20 (PBS-Tween 0.05%). Los pozos se bloquearon 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 solucion de bloqueo, se incubd la placa por 1
horaa TAyON a4 °C.

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 raton contra IgE humana diluido 1:5000 en solucion 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 rabano (HRP)
contra IgG de ratdén, diluido 1:1500 en solucién de bloqueo (BioLegend®).
Los anticuerpos no unidos se eliminaron lavando 5 veces con PBS-Tween
0.05% vy finalmente para evidenciar la presencia de complejos, se
agregaron 50 pL de 3,3,5,5 tetrametil-benzidina (TMB; Sigma-Aldrich®)
permitiendo el desarrollo de la reaccidon en ausencia de luz durante 25
minutos a TA. La reaccion se paré con 50 uL de una solucién 1N de HCI.
Las absorbancias de cada pozo de la placa se registraron en un lector de
placas ELISA a 450 nm (Shenzen Emperor Electronic Technology Co.,
LTD).
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7.3 Analisis electroforético del extracto alergénico de Chenopodium album.

La electroforesis en gel es una técnica de laboratorio ampliamente versatil que
permite la separacion de los componentes cargados de una mezcla compleja a
través de un semisélido por accion de un campo eléctrico. Dicho movimiento se
efectua, de acuerdo a la estandarizacién del método, las moléculas cargadas se
desplazaran hacia el electrodo de carga contraria de manera unidireccional. Las
caracteristicas del sistema que determinan la velocidad del desplazamiento
incluyen factores como la temperatura del sistema, la densidad o grado de
entrecruzamiento del gel, el pH, la concentracion ionica del medio y la fuerza del
campo eléctrico, principalmente (Bio-Rad, n.d.). Cuando se realiza una
estandarizacién de dichas condiciones el factor determinante dependera de las
caracteristicas de las moléculas. En la variedad de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) las moléculas son
sometidas a una electroforesis en condiciones fisicoquimicas desnaturalizantes y
enmascaramiento de carga eléctrica constantes durante el proceso, por lo que la
separacion que se lleva a cabo depende a la masa molecular de los compuestos
presentes en la muestra, generandose un patron de separacion con una relacién

distancia-masa molecular.

Descripcidn de la técnica experimental

El perfil electroforético de las proteinas presentes en el extracto total del
polen de Chenopodium album se obtuvo en geles de poliacrilamida de
gradiente (4-20%) o al 16%.

Las muestras (30 ug por carril) se desnaturalizaron en un buffer de carga y
se colocaron a ebullicion por 3 minutos. A los geles de gradiente se les
aplicé 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
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se tineron con azul de Coomassie (Georgiou et al., 2008) y se destifieron
con agua hasta que ya no se observara colorante en las zonas del gel que
no tuvieran proteinas. En algunos experimentos electroforéticos se
realizaron tinciones con nitrato de plata para aumentar la sensibilidad de
deteccion [en el orden de ng en lugar de los ug que detecta el azul de
Coomassie (Chevallet, Luche, & Rabilloud, 2006)], para lo cual se emple6

un kit de tincion SilverQuest™ Silver Staining (Thermo Fisher Scientific).

7.4 Ensayos de inmunodeteccién por Western blot.

Western blot es una técnica desarrollada en la Universidad de Stanford que
permite efectuar un analisis cuantitativo de la abundancia relativa de proteinas
especificas a partir de mezclas complejas, con una amplia gama de variantes que
se adaptan a las necesidades experimentales dadas por las caracteristicas de la
proteina de interés. En esta técnica, una mezcla de proteinas se separa en
funciéon del peso molecular a través de una electroforesis en geles de
poliacrilamida. Esta separacidn genera una banda para cada conjunto de
proteinas con determinada masa molecular. Las proteinas separadas se
electrotransfieren a una membrana, que puede ser de nitrocelulosa o de cloruro
de polivinilo (PVDF), conservando el patron de separacién. La membrana
posteriormente se incuba con anticuerpos especificos para las proteinas de
interés. Los anticuerpos unidos pueden estar acoplados a enzimas o ser
detectados por anticuerpos secundarios acoplados a enzimas como HRP. Para
evidenciar los complejos se suelen usar sustratos que se precipitan sobre la
membrana y que generen luminiscencia para ser detectados a través de placas
radiograficas (Mahmood & Yang, 2012).

Descripcién de la técnica experimental.

Para identificar las fracciones proteicas que se reconocen por las IgE del

suero de pacientes identificados como alérgicos al polen de Chenopodium
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album 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
(seccion 7.2.2), pero sin tedir con el azul de Coomassie. Las proteinas
separadas se electrotransfirieron del gel a una membrana de PVDF,
previamente hidratada con metanol y equilibrada en buffer de transferencia
(Tris-glicina pH 8.5 con 20% de metanol) por el método de transferencia
semi-humeda 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 dej6 secar completamente a TA.
Posteriormente, se incubd de forma individual cada tira con suero de
pacientes (los que resultaron positivos a IgE especificas para alérgenos del
polen de Chenopodium album en los ensayos de ELISA) diluidos 1:10 en
solucion de bloqueo, durante 1 horaa TA y ON a 4 °C. Las tiras se lavaron
dos veces con PBS-Tween 0.05% para eliminar el exceso de anticuerpos
IgE, provenientes de 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 raton contra IgE humana (1:4000), después de
lavar los pozos 5 veces con PBS-Tween 0.05%, se incubaron con un
anticuerpo policlonal de cabra contra IgG de ratén acoplado a HRP
(1:1500) durante 2 horas a TA.

Los anticuerpos no unidos se eliminaron lavando 5 veces con PBS-Tween
0.05% vy finalmente los complejos se revelaron por quimioluminiscencia
(ECL, GE®) y placas radiograficas (Kodak®) y/o con una solucion de TMB

para blot (Biosciences®).
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7.5 Métodos de purificacion
7.5.1 Dialisis

El proceso de dialisis es una técnica de filtracion basada en el tamafio de
particula. Consta de una membrana permeable a través de la cual, mediante
difusion simple y de acuerdo a su tamano, pasan los solutos del interior hacia el
medio (buffer de dialisis) y viceversa. El éxito de la técnica radica en dos
parametros fisicoquimicos modulables: el tamafio de apertura de la membrana y
la concentracion del medio que la rodea. La seleccion del tamano de apertura de
la membrana esta en funcion del tamafio molecular de la proteina a dializar: las
impurezas o0 medio a retirar deben ser de menor tamafo al del poro de la
membrana, mientras que la proteina a purificar debe de ser de mayor tamafio al
poro de la membrana. El buffer de dialisis consiste en un medio acuoso con
compatibilidad bioquimica con la proteina a purificar, el cual debe poseer una
concentracion de solutos menor a la de la mezcla inicial; un gran volumen de
buffer y su agitacion constante evita que se sature el medio cercano a la
membrana y optimiza el proceso, sin embargo, la saturacion a largo plazo es
inevitable y se requiere el cambio completo del buffer de dialisis cada cierto

tiempo para continuar favoreciendo el proceso.

Descripcién de la técnica experimental

En la técnica desarrollada se utiliz6 membrana de dialisis de celulosa regenerada
con un de tamafo de apertura de poro que retiene moléculas mayores a de 3.5

kDa y una capacidad volumétrica de 1.1mL/cm o 6.4mL/cm.

- De acuerdo a la cantidad a dializar la membrana se corta dejando un
exceso de 1.5 cm de cada lado para sellarla. La muestra se introdujo en la
membrana permitiendo que quede un espacio con aire en una proporcion
3:1 y se sellé (con hilo de algoddn o pinzas) corroborando que la bolsa no

presentara fugas y que hubiera suficiente aire para flotar en el medio.
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- Posteriormente, la membrana con la muestra se introdujo en un
contenedor con buffer de dialisis a una temperatura de 4 °C con agitacion
constante durante un minimo de 18 horas, renovando el medio

completamente cada 8 horas.

7.5.2 Aislamiento de antigenos alergénicos por técnicas cromatograficas.

La cromatografia se describe como una técnica para separar y/o identificar los
componentes en una mezcla. Aunque existen una muy amplia gama de tipos de
cromatografia el principio basico global en ellas es que los componentes en una
mezcla tienen diferentes caracteristicas que generan diferentes tendencias para
adsorberse en una superficie o disolverse en un solvente, por lo tanto en todos los
métodos cromatograficos se requiere un medio estatico (fase estacionaria) y un
medio moévil (fase movil). Aunque existen muchas variables y adecuaciones
especificas de las cromatografias, por sus caracteristicas de manera general de
identifican la cromatografia en papel, cromatografia en capa fina, cromatografia
de gases, cromatografia liquida en columna y cromatografia liquida de alta
resolucidon. De estas ultimas existen las variantes; cromatografia de intercambio
idnico, permeacion en gel o cromatografia de filtracion en gel y cromatografia de
fase reversa. Estas técnicas se basan en uno de los siguientes fendmenos:
adsorcion, particion, intercambio ionico, exclusion molecular o interaccidn
hidrofébica (Levinson, 2001).

7.5.2.1 Cromatografia de Exclusion Molecular

La cromatografia de exclusion molecular, también llamada de filtracién en gel, es
un método versatil que permite la separacion efectiva de moléculas biolégicas con
alto rendimiento. Esta técnica utiliza el principio de exclusion para separar

moléculas de diferentes tamanos moleculares: las moléculas se separan entre
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una fase mévil y una fase estacionaria (que comprende una matriz de porosidad
definida) en funcion de sus tamafos relativos. En la cromatografia de exclusién el
tamano de poro esta disefiado para permitir que las particulas de solutos grandes
pasen sin retenciones importantes, sin embargo, las particulas pequehas
permean en el gel y se ralentiza su flujo, de modo que cuanto mas pequefias son
las particulas, mas tiempo tardan en atravesar la columna y por lo tanto, la
separacion depende del tamafo de particula (Levinson, 2001; Walls & Loughran
Editors, n.d.).

Dentro de la ventajas que hacen esta una de las principales técnicas de
cromatografia utilizadas es permite una separacion inicial 6ptima en mezclas
complejas en donde se desconocen las principales caracteristicas de la proteina
de interés tales como punto isoeléctrico, tamafio molecular, afinidad a algun
ligando, etc. Ademas, la separacion puede realizarse en condiciones
especificamente disefiadas para mantener la estabilidad y la actividad de la
molécula de interés sin comprometer la resolucion. La ausencia de una etapa de
unidn a matriz molecular también evita el dafio innecesario a las moléculas
fragiles, asegurando que las separaciones de filtracion en gel generalmente dan

altas recuperaciones de actividad.

Superdex es una serie de columnas cromatograficas de exclusion por
tamafno que consisten en una matriz base compuesta de dextrano unido
covalentemente a agarosa altamente reticulada. Su interaccion no especifica es
relativamente baja y generalmente permite una alta recuperacion de material

bioldgico (Walls & Loughran Editors, n.d.).

Descripcion de la técnica experimental.

En la técnica experimental realizada en el laboratorio se utiliz6 la columna de
exclusién molecular Superdex 75 (Sup 75) 10/300 debido a que en evaluaciones

experimentales en otros extractos polinicos ha demostrado una alta eficacia de
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separacidon como separacion inicial y alta recuperacion de antigenos con baja

afectacion de su actividad.

La columna de exclusion molecular Sup 75 se acopl6 al cromatografo tipo
FPLC (seccion 6.5). Previo a la aplicacion de la muestra, la columna se
lavé con agua Milli-Q (24 mL a 0.2 mL/min) para eliminar el medio de
almacenamiento de la columna (etanol al 20%). Posteriormente al lavado la
columna se equilibr6 con PBS (24 mL a 0.9 mL/min) y la muestra
previamente filtrada se aplico a través de un inyector tipo loop en un
volumen maximo de 0.9 mL. La elusion se realizé empleando 40 mL PBS y
se colectaron fracciones de 1 mL c/u en un colector automatico. Para
determinar la presencia de proteinas en las fracciones, se registrd la
absorcién a 280 nm de forma automatizada y simultanea a la elusién. Las
fracciones obtenidas posteriormente fueron analizadas a través de ensayos
de ELISA para evaluar el reconocimiento por IgE del suero de pacientes

alérgicos.

7.5.2.2 Cromatografia de Intercambio lénico

La cromatografia de intercambio i6nico es una variacion de cromatografia que
permite la separacion de moléculas ionizables en funcién de las diferencias en las
propiedades de carga (Walls & Loughran Editors, n.d.). De manera similar a la
cromatografia de exclusion molecular, este tipo de columnas tiene un
revestimiento sélido como fase estacionaria, este revestimiento se denomina
resina y tiene grupos cargados positivamente (intercambio anidnico) o
negativamente (intercambio catidnico) unidos covalentemente a ella. Cuando la
muestra se carga en la columna, las proteinas pueden unirse a intercambiadores
cationicos o anidnicos dependiendo de su carga neta. Una vez unidas las
proteinas, para eluirlas diferencialmente de la columna de la columna se suele

formar un gradiente que incremente gradualmente fuerza iénica de la fase movil
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(aumentando la concentracién de una sal, por ejemplo NaCl). La afinidad con la
que una proteina se une a un intercambiador i6nico depende de la fuerza iénica
del medio dado por la competencia entre los grupos cargados de la proteina y los
iones de la fase movil, en consecuencia las proteinas con mayor numero de
cargas opuestas al intercambiador se uniran mas fuertemente y por lo tanto seran
mas dificiles de eluir, requiriendo una fuerza ibnica mayor que las proteinas con

un menor numero de cargas (Chavez Rojo, 2017; Levinson, 2001).

La técnica de cromatografia de intercambio i6nico posee una gran
capacidad de manejo de muestras, amplia aplicabilidad (particularmente a
proteinas y enzimas), costo moderado, poderosa capacidad de resolucion y
facilidad de gradiente y automatizacioén, estas caracteristicas que la han llevado a
que se convierta en una de las técnicas de cromatografia liquida mas versatil y

ampliamente utilizada.

Descripcién de la técnica experimental.

En la técnica desarrollada en el laboratorio se utilizé la columna HiTrap Capto Q
de matriz de agarosa de alto flujo con un extensor de superficie de dextrano y

grupo con carga positiva -N*(CHz)z, en un volumen de la columna de 1 mL.

Previo a la aplicacion de la muestra a la columna, esta se equilibré con un
buffer Tris-HCI 20 mM, pH 8. (56 mL, a 0.6 mL/min). Las fracciones de la
cromatografia de exclusién molecular que tuvieron reconocimiento por IgE
del suero de pacientes alérgicos (seccion 7.5.2.1) fueron aplicadas a la
columna a través de un inyector tipo loop. Las muestras se eluyeron a
través de un gradiente lineal de 15 volumenes del mismo buffer adicionado
con 1 M de NaCl, colectando fracciones de 0.5 mL c/u y registrando la
absorcién a 280 nm de forma automatizada y simultanea a la elucion. Se
analizaron las fracciones obtenidas a través de un ensayo de ELISA para
determinar cuales eran reconocidas por las IgE del suero de pacientes

alérgicos.
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7.5.2.3 Cromatografia de fase reversa: HPLC

La técnica de fase reversa se ha convertido en el tipo de cromatografia mas
ampliamente utilizada en HPLC e incluye cerca de la mitad de los métodos de
cromatografia de liquidos descritos en la literatura. (Esquivel Soto & Leal
Guadarrama, 2004). Al igual que en la cromatografia de exclusién molecular y de
intercambio idnico, la cromatografia de fase reversa se basa en procesos de
migracion diferencial, con la diferencia de que en la cromatografia de fase reversa
se utiliza un empaque o revestimiento hidrofébico y una fase movil polar. Las
proteinas o compuestos con mayor caracter hidrofébico tendran una mayor

interaccién con la fase estacionaria reflejado en un mayor tiempo de retencion.

Descripcidn de la técnica experimental

Las proteinas previamente obtenidas de la cromatografia de exclusion
molecular (seccién 7.5.2.1) y que fueron reconocidas por las IgE del suero
de pacientes alérgicos fueron aplicadas a una columna de fase reversa
C18, la cual fue previamente equilibrada con una solucién de acido
trifluoroacético (TFA) al 0.12% en agua. La elucién se realiz6 a través de un
gradiente lineal de acetonitrilo con 0.1% de TFA. Las fracciones obtenidas
(volumen variables) fueron liofilizadas y resuspendidas en PBS para ser
analizadas a través de ensayos de ELISA para evaluar la capacidad de
cada una de ellas de ser reconocidas por las IgE del suero de pacientes

alérgicos.

7.6 Identificacion de antigenos alergénicos por espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica de analisis quimico estructural de
muy amplia distribucion que permite la identificacion y caracterizacién de
compuestos puros con base en la separacién de especie cargadas eléctricamente

dentro de una fase gaseosa. En una fase inicial el compuesto es sometido a un
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proceso de ionizacion en el cual el compuesto se descompone en submoléculas
cargadas, estas moléculas cargadas son sometidas a un selector de velocidades
e inmediatamente a un campo magnético que desvia su trayectoria de forma
parabodlica hacia el detector. Dado que durante este proceso las moléculas son
impulsadas a una velocidad analoga, la desviacion generada por el campo
magnético que se refleja en el detector dependera unicamente de la relacién
masa/carga (m/z) de cada molécula (Urban, 2016). El patron de deteccion
obtenido sera un reflejo de la incidencia de moléculas ionizadas que son
detectadas (intensidad relativa vs relacion m/z). Durante este tipo de analisis las
sefales generadas para un compuesto en particular dependen de la estructura,
composicidn, masa y carga de este, por lo tanto el espectro de masas generado
es altamente especifico y se utiliza como “huella digital” para la identificacion de
sustancias o el subanalisis de sus variantes. No obstante, la espectrometria de
masas tiene las desventajas de requerir muestras de alta pureza para evitar la
sobreposicidon de patrones y que se encuentren en cantidad y condiciones

compatibles para el analisis.

Descripcién de la técnica experimental

Las fracciones provenientes de la cromatografia de fase reversa (seccién
7.5.2.3), que fueron reconocidas por las IgE del suero de pacientes
alérgicos al polen de Chenopodium album fueron enviadas a la Unidad de
Protedmica del Instituto Nacional de Medicina Gendmica para su analisis e
identificacion. Un total de 50 ug de cada fraccion fueron digeridas con
tripsina de cerdo grado masas y se obtuvieron los perfiles de fragmentacion
de los péptidos obtenidos, los cuales fueron analizados con el Software
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%.
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7.7 Evaluacién de reactividad cruzada de antigenos alergénicos con

proteinas del polen de por inhibicién por ELISA.

El ensayo de inhibicion por inmunoadsorcion acoplado a enzimas es una variante
de los ensayos tipo ELISA que permite una evaluacion cuantitativa del grado de
disminucién de la union antigeno-anticuerpo por la presencia de un inhibidor
especifico. Previo a la adiciébn del anticuerpo primario al antigeno fijo, el
anticuerpo es preincubado con un inhibidor, los anticuerpos con reconocimiento a
epitopos presentes en el inhibidor seran bloqueados evitando su conjugacion con
el antigeno fijo de interés, reflejandose como una disminucion de la sefial emitida
al final del ensayo. El grado de inhibicién obtenido en las preincubaciones
dependera de la concentracion del inhibidor afiadido y la presencia de anticuerpos
primarios que liguen al inhibidor, por lo cual una evaluacién adecuada requiere la

informacion de un control de la condicion experimental sin el inhibidor.

Descripcién de la técnica experimental.

Las fracciones obtenidas de la cromatografia de fase reversa que fueron
reconocidas por las IgE del suero de pacientes alérgicos al polen de
Chenopodium album fueron analizadas a través de ensayo de inhibicidn por
ELISA. Se adsorbieron 2 ug de proteinas totales de un extracto alergénico
de Amaranthus palmeri en una placa para ELISA de 96 pozos en las
mismas condiciones descritas en los ensayos de ELISA indirecta.
Simultaneamente se pre-incubé6 una mezcla de suero de pacientes
alérgicos al polen de amaranto con diferentes concentraciones de las
fracciones purificadas (seccion 7.5), hasta 10 ug, durante 16 horas a 4 °C.
Después de bloquear la placa con una suspension de leche al 3%, se
adicionaron a la misma 50 uL de los sueros pre-incubados y se incubaron
por 4 horas mas a 37 °C. El exceso de anticuerpos se retird, se lavo la
placa 5 veces con PBS-Tween 0 (0.1% de concentracion final), se incubd 2
horas a 37 °C con un anticuerpo monoclonal de ratén anti IgE humanay 1.5

horas con un anticuerpo policlonal anti IgG de ratébn a la misma
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temperatura, con 5 lavados entre cada incubacién. Los complejos se
revelaron con 50 uL de TMB durante 30 minutos y la reaccion se par6 con
50 uL de HCI 1 M (7.2). Se registraron las absorciones de cada pozo a 450
nm. Para determinar los porcentajes de inhibicion se empled la siguiente

ecuacion:

Aysolx]
Ayso[0]

Inhibicién( ) = 100 — (( ) * 100)

En donde Ass0 [X] es la absorcion observada en los pozos con una
concentracion especifica de inhibidor y A4so [0] es |la observada para los

pozos sin inhibidor.
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8. Resultados y Analisis.

8.1 Concentracidon de proteinas totales del extracto alergénico del polen de

Chenopodium album.

El extracto proteico comercial del polen de Chenopodium album empleado en el
presente trabajo corresponde a una solucién esterilizada que se obtiene en un
amortiguador de fosfatos salino en una proporcion 1:20 (w/v), por lo que no se
cuenta con una referencia de la concentracion de proteinas que se encuentran en
el mismo y por lo tanto fue necesario determinar esta mediante cuantificacion por

el método colorimétrico de Bradford.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos para cada concentracion
del estandar de BSA y el ajuste de los datos a una recta, la concentracion de

proteinas totales para el extracto se determiné en 955 ug/ml (0.99 pg/ul).

Figura 8.1. Curva patron
elaborada con BSA (STD) para
la determinacion de la
concentracion de proteinas
totales del extracto proteico de
Chenopodium album por el
método de Bradford.

La concentracion total de proteinas obtenida es similar a la reportada
recientemente para un extracto del polen de C. album en condiciones controladas
de laboratorio, la cual fue de 1.1 mg/mL (El-aziz, Shaaban, Atwa, & El-maksuod,
2016).

Si bien no existe una referencia general que nos indique cual es la

concentracion minima de proteinas totales requerida para un extracto alergénico
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de polen, es comprensible pensar que se requiere una cantidad suficiente de
proteinas de manera que todos los antigenos alergénicos se encuentren
representados en el mismo. La concordancia entre la concentracion de proteinas
obtenida para el extracto comercial con el que trabajamos y uno realizado en
condiciones controladas en un laboratorio de investigacion en Egipto, nos permite
suponer que el extracto con el que se trabajo podria contener la concentracion de

proteinas maxima para este polen.

8.2 Determinacién de la presencia de IgE en el suero de pacientes alérgicos

a través de ensayos de ELISA.

Para determinar la prevalencia de pacientes alérgicos a pdlenes que presentan
IgE en suero especificas para antigenos alergénicos del polen de Chenopodium
album, se analizdé un banco de sueros de 269 pacientes a través de ensayos de
ELISA, los cuales provienen de diversos centros de salud de la Ciudad de México
(Tabla 8.2.1).

Tabla 8.2.1 Procedencia de los sueros de pacientes alérgicos que conforman el banco
analizado

Procedencia N° de Sueros
Hospital Juarez de México 44
Centro Médico Nacional S 54

XXI
Hospital General de México 40
Instituto Nacional de
Enfermedades 82

Respiratorias
Clinica Escuela de la 49

ENMyH-IPN
Total 269
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El criterio de positividad se adopt6 de las recomendaciones de la Academia
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica, las cuales establecen que en un
paciente se considerara que presenta IgE especificas contra alguna fuente
alergénica cuando los valores de absorcion en un ensayo de ELISA sea superior
al valor promedio observado para el suero de individuos no alérgicos mas tres
desviaciones estandar de esos valores. El promedio de absorcion a 450 nm
(A450) observado en los ensayos de ELISA que se realizaron en suero de
individuos no alérgicos fue de 0.04 y la desviacion estandar fue de 0.01, por lo
que, considerando el criterio descrito anteriormente, se consideraron como

positivos todos los sueros con valores de absorcién mayores a 0.07 (Tabla 8.2.2).

Tabla 8.2.2. Valores de A450 obtenidos para los sueros de individuos no alérgicos al
polen de Chenopodium album (Sueros control) y determinacion del valor para el criterio
de positividad en pacientes alérgicos.

Suero control* Asso
1 0.03

5 0.03

3 0.04

4 0.05
Promedio 0.04
DE 0.01
Promedio + 3DE 0.07

*El nimero de cada suero control se refiere a la identificacién empleada en el banco de sueros de individuos no alérgicos.

Con base al criterio de positividad descrito y el analisis de los resultados de
los ensayos de ELISA nos mostraron que, en el banco de sueros analizados, un
38.66% de pacientes alérgicos (104) presentan IgE especificas para antigenos
alergénicos del polen de Chenopodium album (Figura 8.2.1). Estos resultados
contrastan con reportes previos en los que se ha observado una prevalencia de
pacientes alérgicos al polen de esta planta en 12.9% en la Ciudad de Guadalajara
(Alcala-Padilla et al.,, 2016) y de 0.5% para el sur de la Ciudad de México
(Gaspar-Lopez et al., 2014).
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Figura 8.2.1 Proporcion de sueros de
pacientes alérgicos con IgE especificas
para antigenos alergénicos del polen de
Chenopodium album determinados a
través de ensayos de ELISA.

La discrepancia entre los resultados obtenidos en nuestro estudio y los
reportados previamente para poblaciones de ciudades mexicanas podria
explicarse, en principio, por la diferencia en el tipo de ensayos empleados en cada
trabajo (pruebas cutaneas en los reportes previos y ensayos de ELISA en nuestro
trabajo). Es importante destacar que, como se abordd anteriormente, la fuente de
polen, el extracto empleado y su manejo impactan directamente en los resultados
de las pruebas cutaneas. Adicionalmente, esta ya ampliamente documentado que
no existe una correlacion clara entre los niveles de IgE especifica en suero para
una fuente alergénica y los resultados en la pruebas cutdaneas o en la
sintomatologia clinica del paciente, no obstante, el carecer de extractos para las
pruebas cutaneas que tengan una representatividad adecuada de cada antigeno
alergénico, incluye una variable que es imposible de valorar a la fecha. Lo que si
es claro es que la presencia de IgE especificas para un antigeno alergénico es
una condicibn para que se presenten reacciones alérgicas frente a una
determinada fuente alergénica, por lo que los pacientes identificados en este
estudio, potencialmente pueden llegar a presentar sintomas clinicos al exponerse
a particulas de polen de Chenopodium album. Adicional a lo anterior, es para
destacarse que los niveles relativos de IgE especifica en cada suero, juzgados a
partir de los valores de A4sp, €s muy variable, encontrando estos entre 3.731 a
0.09 unidades de absorbancia (Figura 8.2.2), con un promedio de 0.445, siendo a

la fecha otra variable poco explorada a nivel clinico.
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Figura 8.2.2 Seleccién de resultados de ensayos de ELISA en donde se destaca la
variabilidad en la A4s0 observada para distintos sueros con IgE especificas para el polen
de Chenopodium album. La linea roja muestra el valor del criterio de positividad.

Los sueros de pacientes que cumplieran con el criterio de positividad
(preferentemente altos valores de IgE especificas, Figura 8.2.2) y tuvieran un
numero de alicuotas suficientes para varias determinaciones fueron
seleccionados para los ensayos de posteriores de reconocimiento de proteinas
alergénicas por parte de IgE de pacientes, utilizando dichos sueros de manera

individual o como mezcla de estos (6-8 sueros).

8.3 Perfil electroforético de las proteinas presentes en el extracto alergénico

del polen de Chenopodium album.

El perfil electroforético de las proteinas presentes en el extracto del polen de
Chenopodium album fue analizado a través de una electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Los resultados nos muestran que
el extracto contiene proteinas de masas moleculares aproximadas de entre 17 y

130 kDa (Figura 8.3.1). Las proteinas con mayor abundancia fueron las que se
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encuentran en el rango de masas moleculares de 55 a 100 kDa, siendo una
fraccion de 65 kDa aproximadamente la que se observa mas enriquecida en el
extracto. Estos resultados concuerdan con los reportados recientemente para un
extracto alergénico del mismo polen (Nouri et al., 2012) observandose un patrén

de proteinas y abundancias similares a lo obtenido en nuestros experimentos.

MWM (kDa)

Figura 8.3.1. Perfil electroforético del extracto alergénico del
polen de Chenopodium album. 30 pug de extracto del polen
fueron separados en un gel de poliacrilamida al 15% en
condiciones desnaturalizantes. Las proteinas se tifieron con
Azul de Coomassie brillante. En la primera linea se muestra el
patron de corrimiento de los marcadores de masa molecular
(MWM) indicando del lado izquierdo su respectiva masa en
kDa.

Sin embargo, en otro reporte también reciente, en donde se analizé el perfil
electroforético de las proteinas presentes en el extracto alergénico del polen de
Chenopodium album, el perfil electroforético del extracto empleado es
significativamente diferente al observado en nuestros resultados observandose
que las proteinas mas abundantes en ese extracto estuvieron en el rango de 50 a
63 kDa (El-aziz et al., 2016). Estas inconsistencias pueden ser explicadas a partir

de las diferencias en las metodologias empleadas en la obtencién de las
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proteinas a partir de los granos de polen, en nuestro caso la metodologia
empleada por el proveedor del extracto alergénico es similar a la reportada por
Nouri y colaboradores (2012) y el método de extraccién reportado por El-Aziz y
colaboradores (2016), en donde se eliminan con solventes organicos todo el
material pigmentado del polen, pudiendo haber arrastrado diversas proteinas en

el proceso.

Es importante destacar que al realizar un inmunoblot empleando un
anticuerpo que reconoce especificamente a profilinas de plantas (reportadas
como alergénicas en diversos polenes y alimentos), observamos la presencia de
un reconocimiento claro para una proteina de alrededor de 14 kDa, que
corresponde con la masa esperada para esta proteina, pero en el perfil
electroforético no se aprecia con claridad una proteina con esta masa (Figura
8.3.2).

MWM (kDa)

Figura 8.3.2. Perfil electroforético en un gel de
poliacrilamida de gradiente (16%) del extracto alergénico
del polen de Chenopodium album, e inmunodeteccion de
profilina. En el primer carril (1) se muestra el corrimiento
electroforético de los marcadores de masa molecular, en el
carril 2 el perfil de las proteinas totales del extracto y en el
carril 3 se muestra la inmunodeteccién de la profilina a
través de un anticuerpo especifico contra profilinas de
plantas.

Estos resultados nos permiten afirmar que la sensibilidad de la tincion

empleada en este estudio es significativamente menor a la obtenida en la
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identificacion a través de anticuerpos, es decir, podemos no observar en un perfil
electroforético una fraccion proteica al tehirla con azul de Coomassie o algun
colorante similar, pero la cantidad de antigeno presente podria ser evidenciada
por técnicas mas sensibles como la deteccién con anticuerpos. Es por lo anterior
que emplear un perfil electroforético para evaluar la calidad de un extracto
alergénico o de un procedimiento de extraccion de alérgenos, en donde
podriamos obtener antigenos no detectables, no es una herramienta adecuada

para la estandarizacion de los extractos que se emplearan en la clinica.

8.4 Identificacion de las fracciones alergénicas reconocidas con mayor

frecuencia en el suero de diferentes pacientes alérgicos.

Para determinar que fracciones proteicas del extracto total alergénico del polen de
Chenopodium album se reconocen con mayor frecuencia por las IgE de pacientes
alérgicos a este polen, se analizaron a través de Western blot los sueros de
diferentes pacientes en las condiciones descritas en la seccion de metodologia
para esta técnica. La figura 8.4.1 muestra los resultados obtenidos en la

inmunodeteccion.
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Figura 8.4.1 Inmunodeteccién por IgE del suero de pacientes alérgicos de proteinas del
extracto alergénico del polen de Chenopodium album. Las proteinas del extracto
separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de PVDF y se
incubaron tiras individuales con el suero de pacientes alérgicos (seleccion de sueros con
altos valores de A450, seccion 8.2). La presencia de los inmunocomplejos se evidencié a
través de quimioluminiscencia.

Los patrones de reconocimiento de antigenos alergénicos se muestran en cada carril
(identificados con la clave interna para cada suero de paciente). MWM: marcadores de
masa molecular, sus valores se muestran en el costado izquierdo en kilodaltons.

Los resultados nos muestran que los antigenos reconocidos por cada
paciente varian significativamente, en un rango de 11 a 160 kDa
aproximadamente, pero existen fracciones que son reconocidas con mayor
frecuencia en el conjunto de estos pacientes. Alrededor del 45% de los sueros
analizados reconocen una fraccion de entre 13 y 14 kDa, el 70% reconocié a una
banda de 17 kDa, 40% reconocen una banda de 37 kDa aproximadamente y el
40% una banda de 55 kDa. Adicionalmente, el andlisis de Western blot de los
sueros de pacientes alérgicos mostré que las bandas que se reconocen con
mayor intensidad son las de 14, 17 y 37 kDa, sugiriendo que podrian ser las mas

alergénicas, ya que una fraccion importante de las IgE que se producen contra
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antigenos alergénicos con en reconocimiento a estas proteinas. Estos resultados
concuerdan parcialmente con reportes previos en los que se evalud la
alergenicidad de tres proteinas del polen de Chenopodium album, de 13, 17 y una
de 10 kDa en poblacion irani (Nouri et al., 2012) y de 50, 56, 63 y 67 kDa en
poblaciéon egipcia (El-aziz et al., 2016). Adicionalmente, bandas de
aproximadamente 21, 25, 40, 60, 70, 75 y 87 kDa fueron reconocidas con menos
frecuencia pero con una intensidad significativa, indicando que podrian ser

clinicamente relevantes.

8.5 Aislamiento de Antigenos reconocidos por IgE de pacientes alérgicos.

8.5.1 Aislamiento inicial: Cromatografia de Exclusién Molecular.

El extracto del polen de Chenopodium album utilizado corresponde a una solucién
estéril e inyectable que se utiliza tanto en el diagndstico de rinitis alérgica o asma
alérgica a un tipo de polen especifico, como en su tratamiento. La composiciéon
total del extracto se obtiene a partir de una suspension de polen en amortiguador
de fosfatos (1:40). El extracto se estabiliza con 50% de glicerol y se conserva con
fenol 0.02%. Para el aislamiento de las proteinas es necesario retirar estos
ultimos componentes, junto con algunos pigmentos naturales presentes en la
preparacion, por lo que optamos por eliminarlos mediante dialisis en membranas

con tamano de poro que permite retener moléculas de 3000 Da o mayores.

En el desarrollo experimental por las caracteristicas de las muestra a
purificar y la disposicion de material se utilizé la técnica de dialisis descrita en la
secciéon 7.5.1, empleando un amortiguador de fosfatos salino (PBS) como
amortiguador de reemplazo. El fraccionamiento inicial del extracto ya dializado se
realizd a través de una cromatografia de exclusion molecular empleando una
columna Superdex 75 acoplada a un FPLC. El extracto dializado se aplicé a la
columna equilibrada con PBS y se colectaron fracciones de 1 mL c/u y la elucion

de las proteinas se monitoreo a través de la absorcién a 280 nm. Se colectaron un
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total de 36 fracciones (correspondientes a 1.5 volumenes de columna). La figura

8.5.1.1 muestra un cromatograma representativo del fraccionamiento del extracto
total obtenido en estas condiciones.

Figura 8.5.1.1. Cromatograma representativo del fraccionamiento del extracto total del
polen de Chenopodium album en una columna Superdex 75. La linea azul representa los
valores de absorcién a 280 nm durante la elucién de las proteinas. Los numeros en rojo
indican las fracciones colectadas durante la elucién de las proteinas en la columna.
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Las fracciones conteniendo proteinas de los picos principales observados
en el fraccionamiento cromatografico se analizaron a través de ensayos de ELISA
para evaluar la presencia de antigenos que pudieran ser reconocidos por las IgE
de pacientes alérgicos. Los resultados obtenidos nos mostraron que las
fracciones que eluyen primero de la columna cromatografica son las que
contienen a la mayoria de los alérgenos del extracto a los que se unen las IgE
(Figura 8.5.1.2).

Figura 8.5.1.2 Valores de absorcion
08 a 450 nm de las fracciones
obtenidas de la cromatografia de
exclusion molecular (Sup 75) a
través de un ensayo de ELISA para
la determinacién de la presencia de
0.21 proteinas que son reconocidas por
IgE del suero de pacientes alérgicos
al polen de Chenopodium album. C-
B N A A R N I gqntrol negativo, C+: control

positivo.

0.44

Absorbancia a 450 nm

0.0

Muestra

Es importante destacar que las fracciones a las que unieron la maryn/lor
proporcion de IgE presentes en la mezcla de sueros ensayados son las que
contienen bajas concentraciones de proteinas, a juzgar por los valores de
absorcion a 280 nm en el cromatograma. Esto ultimo explica, al menos en parte,
el por qué se torna extremadamente dificil estandarizar un extracto alergénico de
los que se elaboran actualmente, ya que pequefias variaciones en el contenido de
proteinas totales en un lote particular de un extracto alergénico, podria ser de un
impacto relevante en el contenido de algunos alérgenos particulares, que al estar
en bajas concentraciones, podrian incluso quedar ausentes en los productos
alergénicos finales. A partir de estas observaciones se refuerza la idea de que el
poder contar con antigenos alergénicos aislados, para que con estos se realicen
las mezclas adecuadas para su uso en el diagndstico y tratamiento de las

enfermedades alérgicas, eliminaria estas variaciones en el contenido de
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alérgenos en estos productos, permitiendo contar con productos para el
diagndstico y el tratamiento que mejoren la sensibilidad de las pruebas y aumente

la seguridad y los resultados en los tratamientos.

Para estimar la masa molecular de las proteinas alergénicas presentes en
cada fraccion, se analizaron estas por Western blot para IgE en las mismas
condiciones descritas anteriormente. La Figura 8.5.1.3 muestra el patron de
reconocimiento de los principales alérgenos obtenidos para cada fraccion de la

cromatografia de exclusién molecular (Sup 75).

Figura 8.5.1.3. Patrén de reconocimiento
de las principales proteinas alergénicas
presentes en las diversas fracciones
colectadas de la columna de exclusién
molecular. Las masas moleculares fueron
estimadas a partir del patron de corrimiento
de un marcador de masa molecular
utiizando el programa Imaged (borde
izquierdo, incluyendo la fecha).

8.5.2 Purificacion por cromatografia de Intercambio l6nico.

Una vez que se identificaron las fracciones de la columna de exclusion molecular
qgue contienen antigenos de interés, se intenté una segunda purificacion utilizando
una columna de intercambio anidénico. El perfil cromatografico obtenido nos
mostré que a través de esta técnica no es posible aislar las proteinas contenidas

en las fracciones analizadas (Figura 8.5.2.1).
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Fraccion 8.5.2.1. Cromatograma obtenido en una columna de intercambio aniénico. La
linea azul muestra la absorcién a 280 nm vy la linea verde indica el gradiente de NaCl
utilizado para la elucion de las proteinas. Las lineas rojas indican las fracciones
separadas durante la purificacion.

A pesar de que durante la elucién en la columna de intercambio i6nico no
se observd una resolucién de picos favorables respecto a la purificacién por
cromatografia de exclusién molecular (100 mUA), se realizé una evaluacién para
la identificacion de antigenos que pudieran ser reconocidos por las IgE de
pacientes alérgicos, observandose un reconocimiento pobre por parte de

anticuerpos en todas las fracciones (seccion 11. Anexo).
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8.5.3 Purificacién por cromatografia de fase reversa.

Debido a que a través de la cromatografia de intercambio idnico no fue posible
purificar a las proteinas alergénicas presentes en las diferentes fracciones de la
columna de exclusion molecular, se procedido a utilizar una columna de fase
reversa acoplada a un HPLC (Cromatografia de liquidos de alta resolucién). La
seleccién de fracciones eluidas se centr6 en aquellas que mostraron mayor la
presencia de antigenos con alto reconocimiento por IgE de pacientes alérgicos
(fracciones 9 a 16 de la seccién 8.5.1). La purificacion de las proteinas obtenidas
en las fracciones de cromatografia de exclusion molecular se realizé colectando
manualmente las fracciones eluidas de la columna de fase reversa (Figuras
8.5.3.1 a 8.5.3.6). Las fracciones colectadas fueron liofilizadas, resuspendidas en

PBS y analizadas para su union a IgE a través de un ensayo de ELISA.

Figura 8.5.3.1. A) Perfil cromatografico en una columna de fase reversa C18 de las
fracciones 9 y 10 proveniente de la columna de exclusion molecular. Los numeros indican
las fracciones relevantes con antigenos reconocidos por IgE del suero de pacientes. B)
Valores de absorcién a 450 nm del analisis de ELISA de las diferentes fracciones
colectadas de la columna de fase reversa.
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Figura 8.5.3.2 A) Perfil cromatografico en una columna de fase reversa C18 de la fraccion
11 proveniente de la columna de exclusidon molecular. Los numeros indican las fracciones
relevantes con antigenos reconocidos por IgE del suero de pacientes. B) Valores de
absorcion a 450 nm del analisis de ELISA de las diferentes fracciones colectadas de la
columna de fase reversa.

Figura 8.5.3.3. A) Perfil cromatografico en una columna de fase reversa C18 de la
fracciones 12 y 13 provenientes de la columna de exclusion molecular. Los numeros
indican las fracciones relevantes con antigenos reconocidos por IgE del suero de
pacientes. B) Valores de absorcion a 450 nm del andlisis de ELISA de las diferentes
fracciones colectadas de la columna de fase reversa.
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Figura 8.5.3.4. A) Perfil cromatografico en una columna de fase reversa C18 de la
fraccion 14 proveniente de la columna de exclusién molecular. Los numeros indican las
fracciones relevante con antigenos reconocidos por IgE del suero de pacientes. B)
Valores de absorcién a 450 nm del analisis de ELISA de las diferentes fracciones
colectadas de la columna de fase reversa.

A B

Figura 8.5.3.5. A) Perfil cromatografico en una columna de fase reversa C18 de la
fraccion 15 proveniente de la columna de exclusidon molecular. Los numeros indican las
fracciones con antigenos reconocidos por IgE del suero de pacientes. B) Valores de
absorcion a 450 nm del analisis de ELISA de las diferentes fracciones colectadas de la
columna de fase reversa.
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Figura 8.5.3.6. A) Perfil cromatografico en una columna de fase reversa C18 de la
fraccidon 16 proveniente de la columna de exclusién molecular. Los niumeros indican las
fracciones con antigenos reconocidos por IgE del suero de pacientes. B) Valores de
absorcion a 450 nm del analisis de ELISA de las diferentes fracciones colectadas de la
columna de fase reversa.

La purificacion de los diversos antigenos alergénicos presentes en las
fracciones obtenidas de la columna de exclusion molecular nos permitié contar
con diferentes proteinas puras que son reconocidas por las IgE de pacientes
alérgicos al polen de Chenopodium album. Las fracciones purificadas con
cantidad suficiente de proteina (por lo menos 50 ng totales) y alto reconocimiento
durante los ensayos de ELISA frente a sueros de pacientes alérgicos, se

seleccionaron para su identificacion por espectrometria de masas.

Cabe destacar que dentro de la evaluacion de los cromatogramas, no se
identificd ningun patrén de fracciones proteicas de interés por tiempo de elucion,
la mayoria estas se identifican en baja concentraciones y con la presencia de

picos contiguos que pueden estar reflejando la presencia de isoformas.
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8.6 Identificacidon de proteinas alergénicas por espectrometria de masas.

Para la identificacién de las proteinas alergénicas seleccionadas a partir de las
muestras obtenidas por la cromatografia de fase reversa, las fracciones
liofilizadas fueron enviadas a la Unidad de Protedmica del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica de la Ciudad de México en donde se obtuvieron los perfiles
de fragmentacion de los péptidos tripticos para cada fraccidon (generados por la
protedlisis con tripsina de cerdo), los cuales fueron analizados con el Software
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%. La Tabla 8.6.1

muestra los resultados de las proteinas identificadas.

Tabla 8.6.1. Resultados de la evaluacién de los perfiles de fragmentacion.

. . . No. De residuos % de cobertura
ID UniProt Organismo Proteina (Masa kDa) de secuencia
A2WN93 Oryza sativa Calmodulina 1 (11;%) 40
. Cinasa tipo 4 de un posible 676
AO0A1S3B936 Cucumis melo receptor de polen (74.6) 8
Proteina paraloga a 189
W6EIU2 Biscutella neustriaca proteinas de reconocimiento 21.7) 10
de polen. :
Receptor S de lectina tipo G 698
K7LCV6 Glycine max con actividad de (78.7) 3
serina/treonina cinasa )

Una de las proteinas identificadas, con una cobertura significativa de la
secuencia de aminoacidos con relacion a los péptidos concordantes, corresponde
a una secuencia corta (16.8 kDa) de la familia de la calmodulina. Estas proteinas
pertenecen a una familia de proteinas que unen calcio y que poseen un dominio
EF-hand. Dentro de las proteinas alergénicas que contienen este dominio se
encuentra una del pasto inglés (Phleum pratense) identificada como Phl p 7 (Chen
et al., 2016). Resultados recientes obtenidos en nuestro grupo de investigacion

muestran que un extracto alergénico comercial estandarizado de polen de
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Amaranthus palmeri contiene una proteina alergénica homodloga a la identificada
en este trabajo, sugiriendo una posible participacion en las reacciones cruzadas

entre pacientes alérgicos a cualquiera de estas dos fuentes (aun no publicados).

Otra de las proteinas identificadas podria ser una proteina homoéloga a una
cinasa tipo 4 de un receptor de polen con masa molecular de aproximadamente
75 kDa, proteina asociada a la regulacion de la sefializacion durante el
crecimiento del tubo polinico (Duckney et al., 2017). Recientemente se ha
reportado que el alérgeno del arbol de olivo, Ole e1, comparte caracteristicas
estructurales y en secuencia con una proteina homédloga a la identificada aqui
(Alche, M’rani-Alaoui, Castro, & Rodriguez-Garcia, 2004). Los resultados de
Western blot nos muestran una fraccion de 75 kDa, con una relativa baja
frecuencia de reconocimiento por los pacientes alérgicos (31%), pero con una
intensidad significativa, por lo que podria ser de relevancia clinica para los

pacientes que reaccionen a este alérgeno.

Adicionalmente, se identifico6 una proteina homodloga a la proteina
Aly327420, las cuales participan en el control de la fertilizacion de varias plantas,
especificamente evitando la auto-fertilizacion (Leducq et al., 2014). La masa
molecular aproximada es de 21.7 kDa, similar a la masa de una fraccion proteica
identificada en la inmunodeteccion de aproximadamente 22 kDa con frecuencia

de reconocimiento del 35%.

Por ultimo, se identificd una proteina con secuencia de lectina tipo G con
actividad de serina/treonina cinasa, que forma parte de un receptor para proteinas
de reconocimiento del polen especie-especifico (Stein et al., 1996). La masa
molecular reportada en la base de datos de esta proteina es de 78.7 kDa, similar
a la masa encontrada en el Western blot de 76 kDa en nuestras muestras. Si bien
no se ha reportado a la fecha que algun miembro de esta familia de proteinas
provoque respuestas alérgicas, recientemente se ha sugerido que diversas
proteinas esenciales en el proceso de polinizacion podrian estas involucradas en

las respuestas de hipersensibilidad al polen (Solomon, 2002).
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8.7 Inhibicién de la unién a IgE de pacientes alérgicos al polen de

Amaranthus palmeri.

La evaluacion de la capacidad de inhibir la unidn a IgE del suero de pacientes
alérgicos al polen de Amaranthus palmeri por antigenos purificados del polen de
Chenopodium album fue evaluada a través de ensayos de inhibicion por ELISA.
Los resultados nos muestran que tres de los antigenos purificados tienen
capacidad de inhibir entre 40% y 60% la unidén de anticuerpos a proteinas
alergénicas del polen del amaranto (Figura 8.7.1). Las proteinas que presentaron
una mayor capacidad de inhibicion fueron una cinasa tipo 4 de un posible receptor
de polen y la proteina paraloga a proteinas de reconocimiento de polen. Estas
proteinas, por su funcién bioldgica, se espera que sean altamente conservadas
entre polenes de diversas plantas y en el caso de estos pdlenes podrian ser las
responsables principales de las reacciones de reactividad cruzada observada en

los pacientes alérgicos.

78



Resultados y Analisis

Figura 8.7.1. Patron de inhibicion de unién a IgE de alérgenos purificados de
Chenopodium album. La capacidad de inhibiciéon de unién a IgE del suero de pacientes
alérgicos a alérgenos del polen de Amaranthus palmeri de la calmodulina 1 (A1 en
circulos), la cinasa tipo 4 de un posible receptor de polen (A2 en cuadros) y la proteina
paraloga a proteinas de reconocimiento de polen (A3 en triangulos) se determinaron a
través de ensayos de inhibicion por ELISA.

Para el caso de la calmodulina 1, la inhibicion maxima de union a IgE fue
de cerca del 40% hasta las concentraciones ensayadas. Interesantemente, una
proteina homéloga ha sido identificada en el extracto alergénico del polen de
Amaranthus palmeri, como se mencion6é anteriormente. En los podlenes de
diversas plantas esta proteina se encuentra ampliamente conservada, por lo que
dependiendo de la abundancia relativa en cada uno, podria ser clinica relevante
ya que estaria participando en reacciones cruzadas entre diversas fuentes de

polen.
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En conjunto, estos tres alérgenos podrian ser los responsables de las
reacciones cruzadas observadas entre pacientes alérgicos a cualquiera de los dos
polenes, adicionales a la profilina que no fue aislada en este estudio (Wurtzen,

Nelson, Lowenstein, & Ipsen, 1995).
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9. Conclusiones

Se identificaron 4 proteinas alergénicas del polen de Chenopodium album, tres de
ellas no se han asociado anteriormente a reacciones alérgicas en pacientes

sensibles a este polen.

Tres fracciones presentan una alta capacidad de inhibir la unién de las IgE

a alérgenos del polen de Amaranthus palmeri.

Las proteinas que pudieron ser aisladas son todas diferentes a las
previamente reportadas como alergénicas, por lo que la estrategia metodologica
empleada nos permitid identificar nuevos alérgenos del polen de Chenopodium
album que podrian ser clinicamente relevantes, especialmente para la poblacion

mexicana.

10. Perspectiva del trabajo a futuro.

Los resultados obtenidos en este proyecto nos permitieron identificar nuevos
alérgenos del polen de Chenopodium album con alta capacidad de inhibir la unién
a IgE de pacientes alérgicos al polen de Amaranthus palmeri en ensayos in vitro,
por lo que sera necesario evaluar la importancia clinica de estos alérgenos en
pacientes y sus posibles implicaciones practicas en las pruebas diagnédsticas y en

la terapia de desensibilizacién.
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11. Anexo

Se evalud la resolucion de picos en la columna de intercambio idnico como paso
de purificacion de antigenos consecutivo a la cromatografia de exclusion
molecular con la respectiva evaluacion de las fracciones obtenidas para la
identificacion de antigenos reconocidos por las IgE de pacientes alérgicos por
ensayo de ELISA (Figura 11.1), se observa pérdida de la actividad antigénica

durante el proceso.

Figura 11.1- A. Cromatograma de las fracciones 16-19 de Superdex 75 en la columna de
intercambio i6nico CaptoQ. La linea azul representa los valores de absorcion a 280 nm
durante la elucién de las proteinas. Los numeros en rojo indican las fracciones colectadas
durante la elucién de las proteinas en la columna. B. Valores de absorcion a 450 nm del
analisis de ELISA de las diferentes fracciones colectadas de la columna CaptoQ. C-:
control negativo, C+: control positivo.
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