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.- ANTECEDENTES.
A) INTRODUCCION.

Las enfermedades respiratorias son uno de los principales problemas de salud
pulblica en nuestro pais. Estas padecimientos pueden dividirse en dos grandes
grupos: los de orden infeccioso y los no infecciosos. Entre los primeros
de'stacan. con una alta incidencia, infecciones por Strepfococcus pneurnoniae,
Haemophillus influenzae, virus sinsicial respiratorio, algunos rinovirus, Kleibsiella
pneumoniae, y en afos recientes el oportunista Pneumocystis carinii
(estrechamente ligado a la pandemia de SiDA), que afectan a la poblacién
mexicana provocando desde infecciones leves hasta la muerte,

Entre los de naturaleza no infecciosa, sobresalen los padecimientos alérgicos:
rinitis alérgica y asma extrinseco, los cuales han incrementado alarmantemente
en los ultimos afios. Ambas enfermedades son provocados por una respuesta
inmune de hipersensibilidad contra pélenes de vegetales, desechos de animales
(acaros, perros y cucarachas) y conidios y micelios de hongos microscopicos, que
son inocuos para la poblacion general, pero que en individuos con predisposicién
genética provoca dichos padecimientos.

Los alergenos que con mayor frecuencia causan alergia en México son los
acaros: Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides fannae, saliva y
caspas de gatos y perros, detritus de cucarachas, polenes de pastos como
Cynodon dactylon (pata de galio), polenes de arboles como Fraxinus uhdei
(fresno) © Schinus molle (piral), entre otros. Sin embar 0, en el grupo de
extractos alergénic:'s que se utilizan para el diagnéstico de alergias mediante

pruebas cutaneas no se utilizan otras especies de jéneros altamente



sensibilizantes, debido a que no existen estudios que apoyen su uso. Esto ocurre
con e} arbol conocido como abedul (Betula sp.), que contiene mas de ocho
especies y al menos dos se encuentran en nuestro pais. Es por ello que en este
trabajo pretendemos estudiar la reactividad alergénica cruzada entre tres especies
de éste género: Betula verrucosa, Betula occidentalis y Betula lenta, en pacientes
con alergias respiratorias; pero antes hablaremos de los mecanismos
responsables de las reacciones de hipersensibilidad inmediata que provocan estas
alergias, de los alergenos que las inducen, de el género de arboles sobre el que
nos enfocaremos y, ademas, de un panorama breve del cuadro clinico de ia rinitis

alérgica y el asma extrinseco.

B) ?-IlPERSENSIBILIDAD TIPO 1: INMEDIATA O ANAFILACTICA.

1. ATOPIA

El principal factor que interviene en un padecimiento alérgico es la
predisposicion genética o ATOPIA, término que fue utilizado por primera vez en
1923 por Coca y Cooke Y para describir las presentaciones clinicas de las
reacciones de hipersensibilidad tipo |. Atopia se define como la predisposicién
genética o hereditaria a desarrollar enfermedades alérgicas, en personas con
hisioria familiar de trastornos similares y que muestran positividad inmediata
(roncha +eritema) en las pruebas cutaneas, frente a los alergenos comunes que
son inocuos para la poblacion en general .

2. Mecaniamo inmunolégico

Los mecanismos inmunolégicos responsables de las reacciones de

hipersensibilidad se dividen en cuatro tipos segun la clasificacion de Gell y
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Coombs ), en el presente protocolo nos referiremos solamente a las reacciones
de hipersensibilidad tipo |.

iLa hipersensibilidad de tipo | se caracteriza por una reaccion alérgica que
aparece inmediatamente después de 1a exposicion constante y subsecuente a uno
o varios antigenos denominados alergenos; es una caracteristica individual y
como resultado final de la misma, se presenta el dafio tisular local © ®. El término
alergia se refiere a toda aquella respuesta inmune aumentada del hospedero ante
el contacto con una sustancia sensibilizante a la que ha sido expuesto
previamente, pero que en individuos no atdpicos no les genera ningun tipo de
respuesta de dario tisular %,

LLa respuesta alérgica se presenta en individuos atopicos, tras el contacto
constante y subsecuente con diversos alergenos frente a los cuales se producen
anticuerpos (inmunoglobulinas), de ta clase IgE alergeno-especificos; al inicio la
IgE alergeno-especifica se produce localmente, en el lugar en donde se pone en
contacto con el alergeno. Al incrementarse su sintesis pasa a la circulacion
libremente para después unirse a receptores de aita afinidad presentes en
mastocitos (unidos a piel y mucosas), y/ o basdfilos ( en circulacion sanguinea)
3.5, 6)_

Una vez que las particulas alergénicas (pdlenes, hongos o acaros, por ejemplo)
establecen contacto con {a superficie de mucosas sobre todo la nasal, se inicia
una compleja serie de acontecimientos ). Los pélenes son reblandecidos de su
pared externa (la exina) por el agua de véporizacién y por las sales producidas
locaimente, de tal manera que las moléculas alergénicas son liberadas de los

polenes y difundidas a través de la submucosa y se pongan en contacto con las
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células fagociticas y presentadoras de antigenos (APC’s) “- 9.

Las moléculas alergénicas son fagocitadas por las células de Langerhans
(macréfagos) de la submucosa. Una vez fagocitadas y procesadas las presentan
como fracciones peptidicas (epitopes), en la superficie de su membrana celular
junto con moléculas de la clase MHC-IIl. Las APC's producen IL-1 que estimula al
linfocito precursor “THo" para reconocer las fracciones alergénicas © 5 ®, Este
linfocito se estimulara y producira el grupo de citocinas que diferenciara a los
linfocitos en “TH-2" ©%. Estos ultimos, produciran IL-4 que estimulara a que los
plasmocitos cambien de isotipo IgD y se produzcan anticuerpos de la clase IgE-
alergenoc-especifica 2. Ademas se produciran II-5, IL-10, IL-13 y otras citocinas
caracteristicas de un perfiil Th2 que aparte de perpetuar la respuesta Th2 (o
humoral), reprimen ta respuesta Th1 (o celular) ?7.57),

Una de las caracteristicas importantes de las IgE es su alta afinidad de union a
través de sus dominios Fc con los receptores especificos denominados Fce Ri
presentes en la superficie de Células Cebadas (mastocitos) y de los basofilos.
Asi, las IgE producidas a nivel local sensibilizaran en primer lugar a los
mastocitos situados en esta zona; la IgE excedente pasa a la circulacién y se une
a los receptores especificos de los baséfilos circulantes y de los mastocitos
tisulares que se encuentran distribuidos en todos los tejidos '+ ©.

Una vez que las IgE-alergeno especifica se van uniendo a los receptores
FceR| de las células cebadas, estas inmunoglobulinas-E van cubriendo a éstas
células ), Al penetrar mas alergenos se sintetizarda mas IgE-especifica que

saturaran a dichos receptores en las células cebadas. Las moléculas alergénicas



que penetren hasta donde se encuentran estas IgE’s, las entrecruzaran (los
alergenos son bivalentes y entrecruzaran a 2 IgE’s) M, Esta interaccion alergeno-
anticuerpo in vivo conducira a la activacién de diversas moléculas, entre éstas un
aumento importante de AMP-ciclico y la entrada de iones Ca?*, debido a la
formacién de microtubulos y reorganizacion del citoesqueleto. Este mecanismo
activara la liberacion de los granulos de las células cebadas por exocitosis
(degranulacion) 9, Estos granulos contienen moléculas preformadas que son
liberadas como histamina, heparina, factor quimiotactico de eosindéfilos (FQE-A),
factor activador de plaquetas (PAF), RANTES y otros “ S5 & 358 generando
respuesta inmediata de vasodilatacién (vasos de pequerio calibre),
broncoconstriccién, aumento de la permeabilidad capilar y contraccién del masculo
liso de los bronquios e intestino, dependiendo de la localizacién del érgano
afectado. Esto ocurre aproximadamente a los 9 minutos de la degranulacién de
las células cebadas, reconociendo asi a este periodo como fase inmediata 5 ¢ 5%,
Los cambios que experimentan las membranas de los basofilos y de las células
cebadas, junto con la activacién de la fosfolipasa A2 , inducen la liberacién de
acido araquidonico, este puede ser metabolizado por la lipooxigenasa o por la
ciclooxigenasa, segun el tipo de célula cebada “ %), Entre los metabolitos lipidicos
sintetizados de novo se encuentran las prostaglandinas (PGE 1, PGE 2, PGD 2,
PGF 2) y los tromboxanos (TXA 2, TXB 2), producidos por la via de la
ciclooxigenasa, y los leucotrienos (LTC 4, LTD 4, LTB4) producidos por la via de la
lipooxigenasa, perpetuando asi la respuesta alérgica inflamatoria generando
efectos potentes de vasodilatacién, espasmos, contraccion del masculo branquial,

agregacion plaguetaria y produccion de moco @ 4 5 © _ Esta etapa se le conoce
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como fase tardia de la respuesta alérgica que se acompafa de una marcada
activacion cefular medida por eosindfilos, los cuales, migran desde el torrente
sanguineo mediante un intrincado proceso de adhesion intercelular en donde
intervienen moléculas como RANTES, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, integrinas,
entre muchas otras * 5 5% 56).  Una vez que los eosindfilos se acumulan en los
sitios de inflamacidon alérgica, liberan una gran variedad de moléculas reguladoras
como la arilsuifatasa, la fosfolipasa que destruye al PAF e histaminasa que
inactiva a la histamir;a. entre otras, que contribuyen significativamente a la

induccién de dafio tisular (8 59 (ver figura 1)
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C) ALERGENOS.

1. Definicion

Cualquier s;.:stancia genéticamente extrafa capaz de inducir una respuesta
alérgica es un alergeno. Para reconocer a una particula como alergénica se
toman en cuenta diversos factores tales como: tamano, solubilidad, proporcion de
separacion, cantidad, via de entrada, dosis., frecuencia a la exposicion y
caracteristicas moleculares las cuales contribuyen para determinar a un alérgeno
como importante desde el punto de vista clinico ® 7, ademas de que cumple con
las cinco caracteristicas fundamentales del antigeno.

2. Clasificacion

Seglin su origen y via de entrada al organismo, los alergenos se clasifican en:

EXOGENOS END§GENOS

-INHALABLES
(aereoalergenos)
-INGERIBLES
(trofoalergenos) -AUTOANTIGENOS
-INYECTABLES
-CONTACTANTES
{dermoalergenos)

De todos ellos los que nos competen en este trabajo son los aereoalergenos
vya que son los causantes de las alergias respiratorias. Los aereoalergenos

(llamados también neumoalergenos o alergenos inhalables) se clasifican en:

1. Alergenos estacionales (aparecen en cada estacion del afo)

2. Alergenos perennes (se encuentran siempre en el habitat del paciente) ™

TESIS CON s
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O bien por su origen:

POLINICOS FUNGICOS ANIMALES DIVERSOS
e Cucarachas e Polvodela
e Pastos e Conidios e Acaros casa
e Gato e Tamos de
e Arboles e Esporas e Perro maiz
« Conejo = Algodon
e Malezas e Micelio e Caballo e etc.
e Etc.

3. Reactividad alergénica cruzada

Todos los alergenos caracterizados hasta el momento son de naturaleza
protéica y gracias a ias metodologias experimentales de la actualidad, se ha
obtenido la secuencia de aminoacidos que conforman la estructura primaria de
estas proteinas. Debido a su naturaleza quimica, es comun que muchos
alergenos compartan secuencias de aminoacidos en sus estructuras. Estas
homologias de secuencia provocan que el sistema inmune de un paciente alérgico
reconozca estas secuencias similares de forma indistinta, es decir, que no distinga
si la secuencia pertenezca a uno u otro alergeno e inicie una respuesta frente a
ellas, esto es, que reaccione de manera crfuzada frente a los alergenos que
comparten las secuencias homologas.

Este fenomeno se presenta entre diversas fuentes alergénicas, pero tiene
mayor presencia en los alergenos de origen vegetal, debido a que estos
organismos poseen proteinas que desempefan multiples funciones biolégicas

relevantes para ellos como son: enzimas, sistemas de defensa, proteinas




estructurales, etc. y que a su vez son compartidas por una gran variedad de
especies a pesar de estar filogenéticamente alejadas.

En el caso del género Betula sp., existen infinidad de reportes en la literatura
donde se establece la reactividad alérgenica cruzada entre la especie Betula
verrucosa y frutas de la familia Rosaceae. una infinidad de arboles y otras

frutas(@1: 26, 39. 41, 42. 45.46. 47.48.49) 0.5 ng existen reportes de la posible reactividad

alergénica cruzada entre especies del género Betula sp.

Es por esto que el fenémeno de reactividad alergénica cruzada ha adquirido
gran importancia en los ultimos afios debido a que determina la relacion
inmunoquimica inter — especie, ayuda a establecer diagndsticos precisos al
reconocer exactamente las fuentes alergénicas para cada paciente y podria

llegar a sugerir nuevas estrategias terapéuticas para los padecimientos alérgicos.

D) POLENES.
Los polenes son las formas de reproduccion sexual de las fanerébgamas. Los
alergenos polinicos son producidos en las siguientes temporadas:
« Los pastos y gramineas polinizan todo el afio y generan alergias perennes
< Las malezas polinizan después de la época de liuvias principalmente de
septiembre a noviembre., generando alergias estacionales.
<+ Los arboles polinizan en diferentes meses del afio y generan alergia de tipo

estacionat & 7\,

En medios acuoscs, la mayor parte de los granos de polen transportados en el

aire son amarillentos. de cuerpo mas o menos esférico de 14 a 60um y con
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frecuencia poseen globulos lipidicos de superficie. Las dimensiones y
descripciones caracteristicas establecidas de tipos especificos de podlenes se
basan en este material preparado expandido ¥,

Varias capas estructurales bien definidas contribuyen al aspecto caracteristico
detl polen fresco en la microscopia éptica. La cubierta mas externa o exina esta
compuesta por esporopelenina, un polimero biogénico muy resistente. Presenta
ademas rasgos de una capa intermedia rica en celulosa denominada intina, y un

protoplasto interno que contiene material genético, granulos de almidén y otros

organelos (7.

PROTOUFLASTC

EXINA ‘I‘ESIS CON
FALLA DE ORIGEN

NUCLEOS

VEGETATIVO TuTIrA

3
GEMEFR ADOR

Fig. 2. .- Esquema de 1a estructura de un grano de polen.
Es de importancia reconocer que estos pdlenes potencialmente alergénicos

cumplen con los postulados de A.A. Thommen y Vaugham (1931)

1) El polen debe ser aerotransportado (anemofilico),



2) El polen debe ser producido en grandes cantidades (esta es una
caracteristica de las plantas polinizadas por el aire),

3) El polen debe ser ligero en su peso y de tamarno pequefio en un rango de
15 —~ 58 micrometros, para que pueda flotar y ser arrastrado a grandes
distancias (hasta 300 km. desde donde es producido),

4) La planta productora debe estar ampliamente distribuida en la zona donde
resida el paciente alérgico,

5) El polen debe contener moléculas alergénicas especificas para inducir un
estado de hipersensibilidad tipo | (segun Gell y Coombs).

COROLARIO: Estos postulados se cumplen siempre y cuando exista e! factor

predisponente: ATOPIA.

Existe una correlacién directa entre los recuentos de pdlenes alergénicos y los
sintomas de alergia polinica. Aunque el umbral de respuesta es variable de un
paciente a otro (dependiendo del grado de sensibilizacion), y puede disminuir en
un mismo paciente a medida que avanza la estacion (efecto priming), se estima
como concentraciones altas (capaces de producir sintomas casi al 100% de los
pacientes clinicamente sensibles) a 50 granos de polen / m® de aire. En el caso
de la Ambrosia se estima en 20, para la Parietaria en 30 y Betula en 80

granos / m>, %



E) ABEDUL

1. GENERALIDADES

Arbol perteneciente a la familia Betulaceae, la cual esta integrada por cinco
géneros:

a) Alnus ssp.

b) Betula ssp.

c) Cerpinus ssp.

d) Corylus ssp.

e) Ostrya virginiana ("9,

E! género Betula sp. comprende alrededor de 120 especies distintas de
abedules, que habitan por todo el hemisferio norte desde hace 70 millones de
anos. Abunda en las riveras, montafnas y en cualquier lugar que sea htmedo,
fresco y luminoso, hasta mas alla de los 2.000 metros de altitud. Forma pequerios
bosques abiertos, mezclandose con otras formaciones arboéreas, en especial

hayedos, robledales y abetares ('9),

2. DISTRIBUCION Y ECOBIOLOGIA

En nuestro continente se le ubica como una especie originaria de México y
Centroamérica. Se extiende desde el noroeste de México hasta el norte de
Argentina y los Andes de Perd y Bolivia. En el territorio nacional, la CONABIO
reporta que el abedul esta distribuido en casi toda ia Republica ‘. Se ubica en
una altitud promedio que va de los 1300 m. a los 2800 m., principalmente en los

estados de:



o Chiapas o Nayarit

* Chihuahua e Oaxaca

o Distrito Federal o Puebla

e Durango e Querétaro

o Guerrero e Sinaloa

« Guanajuato e San Luis Potosi
e Hidalgo ¢ Sonora

e Jalisco e Tlaxcaia

o Michoacan e Veracruz

e Morelos @

El habitat de éste género es en laderas de montafas ruy inclinadas con
condiciones secas; prospera en las riberas de los rios y en pendientes
hamedas. Se desarrolla en areas de nubosidad y con un rango de temperatura
de 4°-27°C (7,

Desde el punto de vista ecologico es importante en etapas sucesionales
tempranas de los bosques de pino, pino-encino y en bosque mesdfilo de montafa.
Es invasor de sitios expuestos ademas de ser un arbol importante en procesos de
reforestacion ®.

El tronco del abedul comun esta cubierto con una suave corteza de color
blanco niveo, con estrias horizontales mas oscuras; las ramitas son de color pardo
y asperas al tacto, porque estan cubiertas por glandutlas secretoras de una resina,
que le da el aspecto granujiento '®).

Las ramas principales son ascendentes y las secundarias levemente péndulas,
dando todo el arbol un aspecto liviano y fragil. que contrasta fuer.temente con el
duro clima borrascoso de las montafas o el de la terrible estepa siberiana, donde

se afianza y los primeros de afo tiene un crecimiento rapido, haciéndose mas



lento después, hasta poder alcanzar los 20 metros de altura y 2 metros de

perimetro. Sus hojas, en infusion, son un gran diurético #%.
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Fig. 3: Fotografia del Abedul (Betula verrucosa).

El abedul poliniza durante el periodo de abril a julio ¥ y ios granos de polen

de este género son de subachatados a esferoidales, isopolares, trizonoporados,
con cuipulas prominentes en torno a las aberturas y poros vestibulares

sobresalientes de 20-25um ©¥.
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Fig. 4: Microfotografias electronicas de granos de pélenes de Abedul.
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3. INMUNOQUIMICA DEL POLEN DEL ABEDUL

En la actualidad solo se han caracterizado alergenos pertenecientes al polen
de Betula verrucosa : hasta et momento se han descrito siete.

El alergeno mayor denominado Bet v 1 es una proteina de 17Kd y con punto
isoeléctrico de 5.2 (2! 25.29.47.48.50.52) grante a la cual se produce la mayor parte de
IgE alergeno especifica en pacientes atdpicos. La secuencia de aminoacidos que
dan estructura al alergeno proteico Bet vl se encuentra presente también en
otras proteinas presentes en algunos frutos y vegetales, es por esto que existe
reactividad cruzada entre el polen de! abedul y la familia Rosaceae (30 32 35 41
qgue abarca frutas como la manzana, el durazno, el melocotén, entre muchas otras.

Otro alergeno caracterizado y considerado como alergeno secundario es la
profilina Bet v2 responsable de la reactividad cruzada del polen del abedul con
algunos alimentos 2% 28.31. 34 49) y que se ha caracterizado como una isoforma del
alergeno Bet v1©3% ) . tiene un peso molecular de 14 kd®" .

Dos alergenos considerados como menores son Bet v3 y Bet v4 ambos son
reconocidos como proteinas enlazadoras de calcio (Ca?*) con dos dominios cada
uno. Estos alergenos tienen pesos moleculares de 37 kd y 9.3 kd,
respectivamente % 37-38 y son reconocidos en un bajo porcentaje por el suero de
pacientes alérgicos al polen del abedut 759,

Los alergenos Bet v5 y Bet v6 se han caracterizado como otros alergenos
menores pertenecientes a una familia de proteinas relacionadas con isoflavona —

reductasas. Pesan, respectivamente, 33 y 35 kd 3: 39. 40. 44, 46)
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Recientemente se identificd otro alergeno, perteneciente al grupo de las
ciclofilinas, Bet v7, que es una proteina con un peso de 18Kd con punto
isoeléctrico que oscila en el rango de 9.0 a 9.3. Esta proteina es causante de la

reactividad cruzada entre el polen del abedul y alimentos como jitomate, haba,

22y

habichuela, cebolla, etc.
F) ENFERMEDADES ALERGICAS:

1. FRECUENCIA

Cuando se habla de enfermedades alérgicas. se tiene que tomar en cuenta la
gran cantidad de personas que sufre estos padecimientos. Segun datos
recabados por la Secretaria de Salud, respecto a éste tema, las enfermedades

alérgicas se presentan en un 20-33% de la poblacién en general®.

Frecuencia de enfermedades alérgicas _en México hasta el afio_ 2000 '

<» De 3 meses- 14 anos 56.40%
< De 15-30 afos 33.50%
< De 31-45 afics 6.60%
< Mayores de 46 afios 1.50%

2. DESCRIPCION CLINICA
2.1.- Rinitis__alérgica (RA) :
Es un sindrome caracterizado por inflamacién de la mucosa nasal, el cual se

manifiesta por hiperemia, obstruccion, prurito nasal, estornudos en salva, e



hipersecrecion (rinorrea anterior y posterior) ademas de presentar lineas de
Dennie-Morgan . La RA puede manifestarse durante todo el aflo (rinitis perenne).
o durante ciertas estaciones de polinizacion (en cuyos casos se denomina
polinosis o RA estacional). Esta puede iniciar en la infancia con obstruccion nasal
perenne exacerbandose durante otofio, invierno y a comienzos de la primavera.
Los nifios mayores pueden tener rinitis estacionat (',

La sintomatologia a nivel local se presenta como obstruccidon nasal, uni o
bilateral o en balanza; secrecion nasal abundante paroxistica, acuosa o cristalina,
estornudos numerosos en forma violenta o en salva matutinos, prurito nasat , en
parpados, velo del paladar lengua, hiperemia conjuntival, epifora y fotofobia,
cefalea a la mitad de la cabeza y dolor nasal en senos paranasales.

t.a sintomatologia general se manifiesta como astenia marcada, adinamia,
apatia, irritabilidad, malestar abdominal, cefalea, palidez facial, ojeras y dolores

muasculo esqueléticos. ('

2.2 .- Asma extrinseco (AE):

Todo padecimiento pulmonar que genera disnea paroxistica y sibilancias es
considerado como asma, sin embargo la definicion aceptada es: enfermedad
pulmonar cronica, reversible, que se caracteriza por grados variables de
broncoconstriccion e inflamacion, manifestandose con tos, sibilancias,
expectoracion, dificultad respiratoria, disnea paroxistica, una fase respiratoria
prolongada. y que remite con tratamiento o espontaneameniz **. E| asma se

clasifica en:
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1. Extrinseco: Mediado por IgE, manifestandose después de la exposicion a
aereoalergenos especificos. Frecuente en nifos y en jovenes, generalmente
acompafado de rinitis o dermatitis atopica.

1. Intrinseco: Se presenta generalmente en adultos, sin antecedentes de atopia,
con pruebas cutaneas negativas, e IgE total normal. Esta puede ser inducida
por infecciones pulmonares, ejercicio, estimulos psicologicos, alteraciones
climaticas o ambientales, medicamentos o autoinmunidad '4),

El AE se presenta en la infancia con un 30% de frecuencia, principalmente en
nifos (mas grave), que en nifas. Después de la pubertad la distribucién es mayor
en sexo femenino. Se presenta principalmente en lugares de clima frio o en ciu
dades industrializadas '

El asma se presenta en diversas formas, desde una historia de infeccion de
vias respiratorias altas. exposicion a aereoalergenos, tos cronica aislada o
sibilancias inducidas por el ejercicio, hasta episodios repetidos de sibilancias y

disnea 134
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Il.- JUSTIFICACION.

Por estudios previos realizados en el laboratorio del Servicio de Alergia,
Inmunclogia Clinica y Micologia Médica del Hospital Juarez de México, SS (HJM),
mediante los métodos: in vitro por quimioluminiscencia e in vivo por pruebas
cutaneas positivas con el extracto de Belula verrucosa (Abedul blanco), en
pacientes con rinitis y asma alérgicos se ha demostrado la presencia de niveles
elevados de IgE- abedul especifica tanto en suero como unida a los mastocitos de
ta piel de estos pacientes'? . Debido a estos resultados, se tiene la certeza que
desde el punto de vista clinico e inmunoldgico, el poien de este arbol es
altamente sensibilizante en la poblacidon alérgica mexicana.

Sin embargo, en México predominan otras especies como Betula occidentalis
y Betula lenta ® | que junto con la Betula verrucosa pueden sensibilizar a los
pacientes con alergia respiratoria en nuestro pals. Ademas, en la literatura
internacional no existen reportes de trabajos en donde se analicen, desde un
punto de vista inmunoldgico, ni a Betula occidentalis ni a Betula lenta y su
posible relacion inmunoquimica con Betula verrucosa, especie sobre la cual se
han realizado todos {os estudios inmunoldgicos reportados a la fecha.

Debido a esto, se pretende estudiar a las dos especies de abedul
predominantes en nuestro pais desde un punto de vista inmunologico a través de
estudios in vivo e in vitro, para asi, poder determinar su relevancia como
agentes sensibilizantes en pacientes con rinitis y asma alérgicas, asi como la
posible relacion inmunoldgica que tengan con |a especie de abedul mayormente

estudiada a nivel mundial.
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Por otro lado, este protocolo se plantea exclusivamente, en primera instancia,
como un estudio piloto de comparacién cualitativa entre dos muestras: pacientes
alérgicos y controles sanos, y, en segundo jugar, para que se establezca como
plataforma teodrica y experimental para el desarrollo de estudios prospectivos de
poblacién dentro de los protocolos de investigacion del Laboratorio de
Inmunoalergologia y Micologia Médica del Hospital Juarez de Meéxico, que no
simplemente involucren las especies alergénicas planteadas, sino para otros
agentes sensibilizantes con mayor incidencia en la poblacidn mexicana como son

los acaros D. pteryonyssinus , D. farinae o las cucarachas B. germanica y P.

americana.

8]
W



HI.-HIPOTESIS.

Los pacientes con enfermedades alérgicas respiratorias que presenten
respuesta cutanea positiva de tipo inmediato frente a Betula verrucosa |,
generaran respuesta cutanea positiva de tipo inmediato frente a Betula
occidentalis y Betula lenta. Asi mismo, los anticuerpos IgE alergeno-especificos
presentes en el suero de pacientes con alergia respiratoria se uniran con las
proteinas alergénicas de las tres especies de abedul mediante pruebas in vitro.

Ademas, dado que los tres extractos alergénicos estudiados pertenecen a tres
especies del género Betula sp., se espera que su patron electroforético sea

similar, esto es, que contengan las mismas proteinas alergénicas.
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IV.- OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Establecer la existencia de reactividad alergénica cruzada tanto in vivo como

in vitro entre las 3 especies de abedul existentes en México: Belula occidentalis,

Betula lenta y Betula verrucosa.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1)

2)

3)

4)

Demostrar, a través de pruebas cutaneas por puncion, la presencia de IgE
alérgeno-especifica unida a la membrana de células cebadas (mastocitos y
basdfilos) vs. las proteinas alergénicas de Betula verrucosa (Abedul
blanco), Betula lenta (Abedul duice) y Betula occidentallis (Abedul de
montania) 82) presentes en sus extractos alergénicos, en pacientes con
rinitis y asma alérgicos.

Cuantificar los niveles séricos de IgE alérgeno-especifica dirigida contra
los epitopes de los alergenos del abedul(Betula occidentalis).

Realizar el patron electroforético de los tres extractos alergénicos a
estudiar para poder establecer una comparacion cualitativa de la existencia
de proteinas potencialmente alergénicas compartidas entre eltos.
Comprobar ta reactividad alergénica cruzada del suero de estos pacientes
vs. los extractos alergénicos de B. verrucosa, B. lenta y B. occidentallis,

mediante el analisis inmunoquimico por Western blot.
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V. - METODOLOGIA

a) Pacientes.

L.a sujetos estudiados fueron seleccionados de los pacientes que acudieron al
Servicio de Alergia e Inmunologia Ctinica del Hospital Juarez de México (HJM),
88, de la Ciudad de México.

Los pacientes que refirieron sintomas clinicos consistentes con alergia
estaciona!l fueron se|eccion?dos entre octubre y noviembre del 2002. El
diagndstico tanto de rinitis como de asma alérgicas fue establecido por las
manifestaciones clinicas y la positividad en las pruebas cutaneas por puncion.

Se obtuvo una historia clinica amplia y descriptiva realizada por los médicos
especializados en Inmunoalergologia del Servicio de Alergia e Inmunologia del
HJIM (Jefe del Servicio y médicos adscritos).

Se manejé un grupo controi de individuos sanos, sin antecedentes alérgicos

y sin ningun sintoma compatible con algun padecimiento aiérgico.

b) Pruebas cutaneas por puncion (PRICK).

Las pruebas cutaneas fueron realizadas por el método de puncién 99 utilizando
extractos alergénicos comercialmente disponibles de Betula verrucosa (Bv),
Betula occidentalis (Bo) y Betula lenta (Bl) estandarizados fisicoquimicamente a
una dilucion 1:20 p / v y glicerinados (Allerstand™, México D.F., México).

Se udtilizaron lancetas para puncion estandar del sistema Duo-Tip-Test™
(Lincotn Diagnostics, USA).

i).- Control positivo : Se utilizéd la solucion de difosfato de histamina a una

concentracion de 1 mg / ml (en solucion glicerinada, esteril y despirogenizada).
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ii).- Control negativo : Se utilizé la solucidn amortiguadora de fosfatos (Solucion de
Evan’s (Allerstand™, Ciudad de Meéxico, México) 2.

Los extractos alergénicos fueron aplicados sobre |la parte media de la espalda del
paciente alérgico (previa asepsia con torundas de algodon impregnadas con
alcohol al 70%), dejando 2 centimetros de distancia entre cada extracto.
Después se enumero con pluma del 1 at 40 frente a cada puncioén. Se procedid a
la puncidon con cada lanceta humedecida con su extracto alergénico
correspondiente, aplicando paralelamente el controt positivo y el control negativo.
Después de 15 a 18 minutos de su aplicacién, se procedic a la lectura de las
pruebas cutaneas. Todas las respuestas en piel, son reportadas como la suma o
promedio del diametro de roncha + eritema en milimetros ('?, y se registraran en la
hoja de resultados.

Hasta 1998, se han reportado tres esquemas de interpretacién segun el grupo
de investigadores que los han publicado. En este protocolo utilizaremos el

esquema semi-cuantitativo {'® que se presenta a continuacion:

o — —— —————
GRADO ERITEMA RONCHA
[] menor a 3 mm menor a 3 mm

+1/- 5~-140 mm 5§—-10 mm

1+ 11— 20 mm 5—-10 mm

2+ 21 — 30 mm 5—10 mm

3+ 31—40 mm 5 — 10 mm 6 pseuddpodos

4+ mayor a 40 mm Mayor a 1S mm é

pseudsépodos e
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c) Cuantificacién de IgE-alergéno especifica.

La cantidad de IgE-alergéno especifica anti-abedul (Betula occidentalis) fue
cuantificada por medio de un kit comercial de quimioluminiscencia (PANEL
INHALABLE MEXICANO, MAST Immunosytstems™, California, USA) tanto en el
suero de los pacientes como en el suero de los controles. Este kit fue leido en un
luminémetro CLA-1™ (MAST Immunosystems™) 1),

Las cantidades de igE-alergeno especifica son asociados con valores de clase

MAST ™y las lecturas del equipo se muestran en la siguiente relacion:

Clase MAST LU (*) Concentracion de IgE alérgeno-

4 >242 uy alta

3 143 - 242 Alta

2 66 — 142 Moderada

1 27 - 865 Baja

170 12 -26 Muy baja

o 0o-11 No detectable

(Y LU=SL L é . (61)

Se registrara la clase de IgE obtenida en ia hoja de resultados.

d) SDS — PAGE y Western Blot.

Los extractos alergénicos fueron separados por SDS-PAGE método Laemmli
69 an geles de poliacrilamida al 15% (se cargd 20 ! de cada extracto a una
dilucion 1:10 p / v previamente diluido 1:1 con regulador de muestra). Las
condiciones del corrimiento fueron reductoras; se utilizd un voltaje constante de

100 V por aproximadamente dos horas de corrimiento.
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Después del corrimiento, las proteinas separadas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Osmonics™, USA) por transferencia semiseca © (10
V y 45 minutos de transferencia, camara de transferencia Trans Blot'™»SD, Bio Rad,
USA). Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada seca al 7%
toda la noche a 4°C. Una vez que se cortaron las membranas en tiras que
correspondian a los tres extractos alergénicos juntos (uno en cada carril), éstas se
incubaron con 4 ml de suero sin diluir tanto de pacientes como de controles toda la
noche a 4°C.

Las tiras fueron lavadas 5 veces con TBS-T y la IgE unida fue detectada
incubando las tiras toda la noche a 4°C con un anticuerpo IgG de cabra anti-IgE
humana diluido 1:100 en TBS-T.

Después de 5 lavados con TBS-T, se procedid incubar las tiras con un
anticuerpo anti-cabra acoplado a peroxidasa (HRP) diluido 1:2500 en TBS-T, por
45 minutos a temperatura ambiente. Se iavd 10 veces con TBS-T y las bandas
fueron reveladas con un kit comercial para revelado de Western Blot (ECL
Western Blotting Reagents™, Amersham Biosciences, New Jersey, USA) ©%,

Un minuto despueés, las tiras fueron colocadas en una mica plastica para su
mejor manejo y se obtuvieron las placas finales de revelado(Biomax MR-1™,
Kodak, USA). Se reportara el resultado del Western Blot en la hoja de resultados.

Los geles de poliacrilamida empleados para el analisis del patron
electroforético, una vez que el corrimiento fue completado, fueron tefidos con un

kit comercial de tincion con plata (Bio-Rad Silver Stain™, Bio-Rad, USA).
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e) HOJA DE RESULTADOS

SERVICIO DE INMUNOALERGOLOGIA JEJH Pl %
Y MICOLOGIA MEDICA SEMEXTCS N

Laboratorio del Servicio de Inmunoalergologia y Micologia Médica

REACTIVIDAD ALERGENICA CRUZADA in vivo E in vitro ENTRE TRES ESPECIES
DE Betula sp.(ABEDUL) EN PACIENTES CON RINITIS Y ASMA ALERGICAS

Nombre del paciente:

No. de expediente:

No. de paciente:

Resuitados de las pruebas cutaneas con extractos alergénicos_glicerinado:
del andlisis inmunoquimico Western Blot y de la determinacién de IgE
especifica.

ALERGENO Diametro Diametro Waestern Blot
roncha (mm) eritema (mm)

Betula occidentalis

Betula verrucosa

Betula lenta

Controf positivo (+)

Control negativo (-)

Clase de IgE especifica =

Fecha de aplicacién de pruebas cutaneas:
Fecha de determinacion de IgE especifica:
Fecha de corrimiento del Western Blot:

Pas.QFB. Samuel Garcia Nieto QFB. Misael Gonzalez Ibarra
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VIi.- RESULTADOS.

a) Pacientes.

Se seleccionaron un total de cinco pacientes los cuales presentaron rinitis
alérgica; dos de ellos habian presentado episodios de asma bronquial y un
paciente presentaba, ademas, sindrome oral alérgico.

-Edad promedio: 26.2 aiios
-Sexo: Cuatro mujeres, un hombre
En cuanto a los controles, fueron elegidos cuatro hombres y una mujer,

sanos, sin ningtin antecedente alérgico y con edad promedio de 27.2 afios.

b) Pruebas cutaneas

Se obtuvo el diametro promedio tanto de la roncha como del eritema que se
observo como resultado de la aplicacion de 10s extractos alergénicos en la espalda
de los pacientes. Estos promedios se obtuvieron para cada alergeno vy para

ambos controles. Se puede observar que el promedio tanto de la roncha como

del eritema para B. lenta es mayor que para los otros dos abedules.
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Tabla 1.- Diametros promedio obtenidos para la roncha y eritema

de para cada alergeno y cada control.

— —
Promedio de Promedio de
ALERGENO diametro de 1a diametro del
roncha (mm) eritema (mm)
Betula verrucosa 19X 19 36 X 36
Betula occidentalis 20 X 20 39 X 39
Betula lenta 23X 23 42 X 42
Control positivo 9xX9 20 X 20

Control negativo -— —

*Todos los controles resultaron con_pruebas cutaneas negativas.

¢) Cuantificacién de IgE-alergéno especifica.

Mediante la determinacidon de !igE-alergeno especifica, se obtuvieron Ilos
valores de clase de !gE tanto de los pacientes (Pn) como de los controles (Cn).

Cuatro de los cinco pacientes resultaron con cantidad de IgE-alergeno
especifica alta o muy alta; el otro paciente resulté con IgE-alergeno especifica no
detectable. Los cinco controles resuitaron con IgE-alergéno especifica no

detectable.
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Fig. 4: Determinacion de IgE-alergéno especifica de pacientes (Pn) y de controles {Cn) por quimioluminiscencia.
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d) Patron electroforético.

En cada gel se corrieron los extractos en dos pozos adyacentes. E| primer
carril de la extrema izquierda muestra los marcadores de peso molecular (MPM).
Después de hacer la tincidn con plata, se escaneo el gel para su analisis. Los
extractos de Bv y de Bo muestran un patron muy simitar mientras que en el
extracto de Bl se pueden observar diferencias notables al comparar su patrén con

los dos extracto antes mencionados.

MPM Bv Bo BI

Fig. 5: Patron electroforético de los extractos alergénicos de B. verrucosa .,
B. occidentalis y B. lenta (SDS — PAGE 15%).

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

34



Con los datos obtenidos del gel tefido se realizé una grafica de Rf vs. log PM
utilizando el desplazamiento electroforético de los marcadores de peso molecular
para poder determinar el peso molecular de las proteinas presentes en cada
extracto alergénico.

Se define Rf como el cociente entre la distancia recorrida por cada proteina (o
marcador de peso molecular) y la distancia total del corrimiento.

rDistancia total del corrimiento = 15.5 ecm

Tabla 2.- Datos de los marcadores de peso molecular

(Kaleidoscope™, Bio-Rad) en base a su comportamiento en SDS —

PAGE 15%.
Distancia
Marcador PM (kd) recorrida Rf log PM
{cm)
Miosina 202 0.65 0.0419 2.3053
3- 121 1.5 0.0967 2.0827
Galactosidasa
Albamina 79 2.7 0.1741 1.8976
sérica bovina
Anhidrasa 41 5.75 0.3709 1.6127
carbénica
inhibidor de 31.6 7.5 0.4838 1.4996
tripsina
(soya)
Lisosima 17.8 11.5 0.74 19 1.2504
Aprotinina 8.2 14 0.9032 0.9138
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Fig. 6: Grafica Rf vs. log PM para la determinacién del peso molecular de protefnas del corrimiento electroforético de los tres

exiractos alergénicos.
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Asi, se logré establecer el patron electroforético de cada extracto encontrando

las proteinas presentes en cada uno de ellos.

Fig. 7: Patrén electroforético de las tres especies de abedul estudiadas.
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Cada flecha indica la presencia de una proteina. Los nimeros indican |la presencia de
mas de una protelna. El carril de la extrema izquierda corresponde & los marcadores
de peso molecular.

Debido a |la resolucion de la imagen, algunas bandas se observan muy gruesas
y por lo tanto, se pierde la visualizaciéon de bandas individuales, pero esto se
solucioné al analizar el gel seco, donde éstas bandas se observaban muy
claramente. Asi, se logré obtener el peso molecutar de cada una de las
proteinas presentes en cada extracto. Se observé que B. occidentalis tiene las

mismas proteinas que B. verrucosa excepto tres y también se establece que 8.
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lenta comparte diez proteinas con 8. verrucosa Yy siete proteinas con B.
occidentalis pero tiene seis proteinas que los otros dos extractos no presentan.
Ademas, en el extracto de 8. lenta, se observa una carga de proteina

considerable en la parte final del corrimiento.

Tabla 3.- Pesos moleculares (en kd) de las proteinas
encontradas en el patrén electroforético de los tres

extractos alergénicos analizados.

Betula Betula Betula
verrucosa occidentalis lenta

37 37 37
32 - 31 34
31 29 32
29 20 31
22 18 29
20 16 26
18 11 25
16 8.5 23
11 20
10 18
8.5 17
16

11

10

9
8.5
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e)Western blot.

En las placas reveladas, sé observa que cuatro de 10s cinco pacientes
muestran bandas de reconocimiento. E! paciente 2 reconoce tres proteinas de Bv
con pesos moleculares de 16, 29 y 37 kd y una proteina de 16 kd de Bo. Los
pacientes 3 y § reconocen una proteina de 37 kd en los tres extractos; ademas
reconocen una proteina de 16 kd en Bv y Bo. El paciente 4 presenta dos
bandas, en la proteina de 37 kd, tanto en Bv como en Bo.

Todos los controles no presentaron bandas de reconocimiento para ninguna

proteina en ninguno de los tres extractos alergénicos.
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Fig. 8.- Bandas de reconocimiento de IgE en e! andlisis inmunoquimico de Westem Blot. Cuatro de
cinco pacientes reconocieron bandas de 36, 28 y 16 kd, respectivamente. A = 8. verrucosa,
B = B. occidentalis , € =B. lenfa. P = Paciente.
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Vii.- DISCUSION

A) Pacientes

Todos los pacientes seleccionados fueron diagnosticados con rinitis alérgica y
su sintormatologia era sumamente notoria durante la seleccion. Los dos pacientes
con antecedentes asmaticos habian presentado episodios de asma en una
proporcidn de cuatro episodios al mes durante los Gitimos 3 meses y el paciente
con sindrome oral alérgico sufria la sintomatologia de este padecimiento al menos
dos veces al mes.

La selecciéon de una muestra de cinco pacientes y cinco controles se debid
basicamente a dos razones:

*Et alto costo de fos reactivos y equipo necesarios para el desarrollo de las
metodologias descritas en el presente trabajo
*La ausencia de 1o anterior en las instalaciones del HJM.

Es por ello que el tamafo de la muestra parece ser muy pequefio, pero hay
reportes internacionales donde se realizaron estudios inmunoquimicos similares a
los realizados en este protocolo y utilizaron una muestra de tamano parecido o
59)'

menor 2 por lo que el plantear ese tamafo se consideré adecuado tomando

en cuenta las circunstancias antes planteadas.

B) Pruebas cutaneas
Al realizar las pruebas cutaneas, cada uno de los pacientes presenté una
respuesta de hipersensibilidad de tipo inmediata, es decir, roncha + eritema para

cada uno de los tres extractos alergénicos, y esta respuesta fue muy elevada (4+,
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segun el esquema de interpretacion) lo que indica que estos pacientes tienen
anticuerpos de la clase IgE en contra de las proteinas alergénicas que se
encuentran en los tres abedules, filados a la membrana de los mastocitos locales.
Ademas, esto implica que los anticuerpos IgE reconocen indistintamente a las
proteinas de los 3 extractos utilizados, esto se debe a que comparten proteinas
alergénicas en su composicion quimica y, por lo tanto, los pacientes reaccionan
de manera cruzada, in vivo, con las tres especies de abedul analizadas.

Ademas, se observo que los pacientes presentan una respuesta de
hipersensibilidad mayor frente al extracto de 8. /lenta , de o cual podemos inferir

que ésta especie induce un grado de sensibilizacidn mayor en los pacientes

estudiados.

C) Cuantificacion de IgE-alergeno especifica.

La determinacién de IgE-alergeno especifica demostrd la presencia de este tipo
de anticuerpos libres en circulacion y disponibles para fijarse a las membranas de
mas células cebadas y asi, incrementar el grado de sensibilizacién de los
pacientes, frente a tas proteinas alergénicas del abedul.

L.a metodologia para determinar IgE-alergeno especifica utiliza una trenza de
nitrocelulosa impregnada de proteinas alergénicas de Betula occidentalis (abedul
de montafia). Esto implica que los mismos anticuerpos IgE especificos para 8.
occidentalis que fueron cuantificados en el suero de los pacientes, una vez
fijados a las membranas de las células cebadas, reconocen indistintamente, a los

extractos alergénicos de B. verrucosa y B. lenta .



Lo anterior no solo confirma que las especies de Befula sp. son altamente
sensibilizantes debido a la gran cantidad de IgE-alergeno especifica cuzntificada,

sino que también ayuda a establecer que las tres especies presentan reactividad

alergénica cruzada, in vitro, entre ellas.

D) Patrén electroforético

Analiza_ndo el patron electroforético de los tres extractos alergénicos se
encontraron diferencias sustanci.-;les entre ellos. Bv y Bo comparten 7 proteinas:
37, 29, 20 18, 16, 11 y 8.5 kd, respectivamente. Por otro lado, B/ comparte 9
proteinas con Bv y cinco con Bo pero tiene 6 proteinas de las que los otros dos
extractos carecen: 34, 26, 25, 23, 17 y 9 kd, respectivamente.

Ademas, es claramente visible en el gel que el extracto de B/ contiene una
mayor cantidad de proteina, debido a la intensidad de las bandas, aunque se
cargd la misma cantidad de cada extracto para su corrimiento.

Por otro lado, la carga de proteina tan notoria que se observa en la parte final
del corrimiento de B/, es debida a la presencia de varias proteinas con un peso
molecular menor a 8 kd.

Con esta informacion, podemos sugerir que el resultado de las pruebas
cutaneas donde los pacientes presentaron una respuesta mayor frente al extracto
de B. lenta puede ser atribuido a las distintas proteinas encontradas durante el
corrimiento (algunas de las cuales son exclusivas de esta especie), a la gran
cantidad de proteina de! extracto (comparandoia con los otros dos extractos) y a la
presencia de posibles proteinas alergénicas de bajo peso molecular (menor a 8

kd) presentes en el polende B. lenta .
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E) Western Blot

Analizando las placas, se observa que la proteina de 37 kd de Bv es
reconocida por 4 de los 5 pacientes y la misma proteina pero de Bo es reconocida
por 3 de los 5 pacientes. La proteina de 16 kd tanto de B8v como de Bo se
reconoce en 3 de los 5 pacientes. Ademas el paciente 2 reconoce a la proteina
de 29 kd de Bv.

Con estos datos se encuentra una relacion mas estrecha entre Bv y Bo debido
a que las bandas de reconocimiento que se observan, involucran, en un ailto
porcentaje, a dos proteinas de ambos extractos: 37 y 16 kd, respectivamente, lo
que indica inmunoquimicamente la reactividad alergénica cruzada entre estas dos
especies, al menos, entre las dos proteinas antes mencionadas.

La proteina de 37 kd es la Unica que se llega a reconocer, por dos pacientes,
en los tres extractos estudiados lo que podria implicar que esta proteina puede ser
responsable de reactividad cruzada entre las tres especies de abedul.

E! paciente 1 no mostré bandas de reconocimiento de proteinas lo cual se
explica al revisar su resultado de lgE-alergeno especifica, el cual fue de clase 0
(no detectable). Se podria cuestionar el porque se eligié a este paciente para
este protocolo experimental; este paciente ademas de tener un diagndstico certero
de rinitis alérgica (y de sindrome oral alérgico) , resulté con pruebas cutaneas
positivas. Cuando nos preguntamos porque dio positivas las pruebas cutaneas
pero resultd con IgE-abedul especifica no detectable, se revis6 su expediente
clinico y se observo su reporte de cuantificacion de IgE-alergeno especifica para

alergenos ingeribles y se observd que presentaba un resultado de clase 4 (muy
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alta) en contra de la manzana y el durazno, dos frutas de la familia Rosaceae , con
ia cual el género Betula sp. presenta reactividad alergénica cruzada debido a que
comparten varias secuencias de aminoacidos en la composicién de sus proteinas

alergénicas correspondientes.

F) Relacion inmunolégica inter — especie.

Los hallazgos experimentales presentados en este trabajo nos ayudan a
establecer una estrecha relacion inmunoquimica entre las tres especies de abedul
analizadas: en primer lugar, desde el punto de vista clinico donde se observd que
fos tres abedules sensibilizan a los pacientes alérgicos, demostrandolo con el
resultado de las pruebas cutaneas, y no sélo eso, sino que presentan reactividad
-alergénica cruzada in vivo. De la misma forma, los estudios in vitro , nos
permiten decir que esta relacion también involucra el aspecto molecular, porque a
pesar de hallar diferencias notables en el perfii protéico de los extractos
alergénicos, se encontraron evidencias que sugieren fuertemente, la existencia de
reactividad alergénica inter — especie in vitro , la cual debe ser establecida
completamente con la realizacion de un estudio de poblacion prospectivo en
donde se analicen., de forma exhaustiva y profunda, fos aspectos quimicos,
moleculares e inmunologicos de las evidencias encontradas en el presente
trabajo.

El poder establecer la capacidad de sensibilizacion de las tres especies de

abedul estudiadas, obliga a abrir nuevas lineas de investigacion para analizar a
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estas especies (y en especial, a las predominantes en México) desde puntos de
vista mas especificos donde se resaite la relevancia que estas fuentes de
alergenos representan para la poblaciéon alérgica, y que hasta este momento

habian sido ignoradas por alergélogos e investigadores de estos temas.
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Vill.- CONCLUSIONES.

Betula verrucosa, Betula occidentalis y Betula lenta presentan reactividad

alergénica cruzada in vivo.

Las tres especies de Betula sp. estudiadas inducen la produccion de altas

cantidades de lgE-alergeno especifica, cuantificables a nivel sérico.

A pesar de las similitudes encontradas, existen diferencias sustanciales en el

patron electroforético de los tres extractos alergénicos analizados.

Se establece la posible participacion de la proteina de 36 kd de los tres
extractos como responsable de reaciividad alergénica cruzada in vitro entre
ellos. Ademas, ta proteina de 16 kd tanto de Betula verrucosa como de
Betula occidentalis provoca reactividad alergénica cruzada entre estas dos

especies.

Las especies de Betula sp. predominantes en México son sensibilizantes de
la poblacién atérgica. Por lo tanto, éste trabajo establece la necesidad de
realizar un estudio exhaustivo de las relaciones inmunoquimicas entre las

especies Betula verrucosa, Betula occidentalis y Betula lenta.
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X. APENDICE
Extractos alergénicos.

Betula verrucosa 1:10 p/v

Betula occidentalis 1:10 p/v

Betula lenta 1:10 p/v

Solucion de fosfato de histamina (1mg/ml)
Solucion de Evan's

-Todo de Allerstand S.A. de C.V., México.

Soluciones Stock
Solucién de monémeros (30/0.8%)

30.0 g acrilamida

0.8 g bisacrilamida

ddH20 hasta 100 mi

Filtrar con papel Whatman 1 y guardar en la oscuridad a 4°C.

Regulador de corrimiento (Tris 0.025 M, glicina 0.192M, SDS 0.1%, pH 8.3)

3.0 g Trizma base
14 .4 g Glicina
10.0 mL SDS 10%
ddH>O hasta 1 L

Regulador del gel de separacion (Tris 0.5 M, pH 8.8)

18.5 g Trizma base

Anada 90 m! de ddH20

Ajuste a ptt 6.8 con HCI concentrado

Aforar a 100.0 mL con ddH;O

Filtrar con pape! Whatman 1 y guardar a 4°C.

Regulador del gel concentrador (Tris 0.5 M, pH 6.8)
3.0 g Trizma base

Anada 40 mi de ddH20

Ajuste a pH 6.8 con HCI concentrado

ddH;O hasta 50 ml

Filtrar con papel Whatman 1 y guardar a 4°C.

SDS 10%
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10.0 g SDS
ddH>0 hasta 100 mi

Persaulfato de amonio 10%

0.1g de persulfato de amonio
ddH:0O hasta 1.0 m!
Separar en alicuotas de 100 pl

Regulador de muestra 2X

2.5 m! Regulador del gel concentrador
4.0 ml SDS 10%

2.0 mt glicerol

0.5 mi ddH>0O

Al momento de usarse se separan alicuotas de 1 ml + 100 i de p-mercaptoetanol

por cada mi del regulador y unos cristales de azul de bromofenol.
n-Butanol agua-saturado

50 ml n-butanol
5 ml ddHO

Reactivos adicionales

Marcadores de peso molecular (Kaleidoscope™ Prestained Standards, Bio Rad,

#catalogo 161-0324)
Tetrametiletilendiamina(TEMED)

EQUIPO

Camara de electroforesis Hoeffer, peines, placa para el gel, separadores de 1 mm

de grosor, micropipetas, fuente de poder, etc.
Buffer de transferencia

3.03g Trizma base

14.4g glicina

100 ml metanol
ddH>O hasta 1 L

REACTIVOS ADICIONALES Y EQUIPO

Camara de transferencia semi-seca Tfrans-Blot™SD (Bio-Rad)
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Cojinetes gruesos de papel
Membrana de nitrocelulosa Osmonics™

-TINCION CON PONCEAU S
Soluciones

PONCEAU S

0.1% p /v Ponceau S, 5% acido acético
1.0g Ponceau S

50 mi de acido acético

Llenar a 1L con ddH.O

-INMUNODETECCION
Reactivos adicionales y soluciones.

TBS(Tris-buffered saline; 100 mM Tris/HCi, 0.9% NacCl)

12.11 g Tris/HCI (PM 121.1)

Afnada 900 ml ddH2.0

9g NacCl

Ajuste a pH 7.5 con HC! concentrado
Diluya a 1L con ddH,0O

Tween TBS(TBS-T)
TBS con 0.1% Tween-20
Solucién de bloqueo 7%

3.5 g Leche descremada seca
TBS-T hasta 50 mi.

-Sueros de pacientes,

-Anticuerpo primario -> IgG de cabra anti-lgE humana

-Anticuerpo secundario > IgG anticabra marcada con HRP

-Soluciéon reveladora (ECL. WB Reagents, Amersham Biosciences, #cat'logo RPN
2106)

-Placas de revelado (Biomax MR-1, Kodak, Amersham Biosciences)

St cias leadas:

P

-Bisacrilamida.- Sigma, #catalogo M-7279
-Acrilamida.- Bio Rad, #catologo 161-0101
-Trizma base.- Gibco-BRL, #catalogo 5§504UA
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-SDS.- Sigma, #catalogo L-4509

-Persulfato de amonio.- Bio Rad, #catalogo 161-0700

-Glicina.- Sigma, #catalogo G-7126

-TEMED (N.N,N",N'. Tetrametiletilendiamina).- Sigma, #catalogo T-9281

-f-mercaptoetanol.- Sigma, #catalogo M-7154

ESTA TESIS NO 84
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