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RESUMEN.

Las proteinas de la leche de vaca (PLV) son de los primeros antigenos

a los que se exponen los infantes; mientras que la mayoria de ellos
tolera dichos antigenos, un porcentaje de la poblacién infantil llega a
desarrollar hipersensibilidad a las PLV (HPLV). En México, la incidencia
de esta patologia se estima queoscila entre el 5 y 7%;existe mayor
riesgo en infantes con antecedentes de atopia y en los expuestos
tempranamente a las PLV. Los sintomas varian y pueden aparecer
durante el primer ano de vida; pueden cursar desde dermatitis y
prurito, hasta choque anafilactico y muerte. Esto depende del
mecanismo inmunoldgico que intervenga (Tipo I: inmediata mediada
por IgE, Tipo II: reaccion citotdxica, Tipo III: complejos inmunes, Tipo

IV: reaccion mediada por células).

El diagndstico actual de la HPLV comprende 3 etapas: historia
clinica, demostracién de sensibilizacion mediada por IgE y pruebas de
provocacion/tolerancia controlada. El tratamiento se basa en la
alimentacion exclusiva de leche materna, supresidon de lacteos en la
dieta de la madre y el uso de féormulas hidrolizadas, que suelen ser
desagradables para el lactante. Un diagndstico no oportuno promueve
el rechazo al alimento, sindrome de malabsorcién, vémito y diarrea

persistente repercutiendo en el desarrollo y crecimiento del infante.

Elpresente trabajo comprende la busqueda y propuesta de
estrategias para apoyar el diagndstico certero de HPLV en pacientes
pediatricos de nuestra poblacion. Las estrategiasque se desarrollaron
sonel uso de métodos bioquimicos, inmunoldgicos y protedmicos. Esto
permitid identificar en un paciente con diagndstico clinico de alergia
gastrointestinal, el anticuerpo que interviene en la repuesta inmune y
algunas de las proteinas que provocan la HPLV. El analisis se compardé

contra una muestra control (asintomatico contra HPLV).



Los ensayos de ELISA se estandarizaron y demostraron que el
anticuerpo que intervino en la respuesta inmune del paciente fue del
tipo IgG. Se ensayaron técnicas de inmunoprecipitaciénpara el
aislamiento de las proteinas antigénicas de la leche; sin embargo, fue
dificil discernir con certeza las causantes de la sintomatologia. No
obstante, se logré identificar con espectrometria de masas en formato
MALDI-ToF, a la lactoferrina y lactoperoxidasa como potenciales
proteinas responsables de la HPLV. Paraidentificar otras posibles
proteinas antigénicas causantes de la HPLV, se realizd6 un
fraccionamientocromatografico de éstas. Se obtuvieron nueve
fracciones. El analisis de ELISA mostré que todas las fracciones
reaccionan con distinta intensidad al suero del paciente. Mientras que,
el analisis por Western-blot nos revelé la reaccion de las IgG con varias
proteinas en cuatro fracciones. Estas proteinas en la actualidad estan

en procesos de identificacidn por espectrometria de masas.

Con lo anterior, sugerimos que las metodologias desarrolladas
pueden aplicarse para apoyar el diagndstico certero de la HPLV y para
la identificacién de las proteinas alergénicas que producen la

sintomatologia de esta patologia.
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I.INTRODUCCION.

A) REACCIONES ADVERSAS A LOS ALIMENTOS.

Las reacciones adversas a los alimentos se consideran como

cualquier reaccién clinica presentada después de la ingesta de ciertos

alimentos, mismas que pueden ser de dos tipos:

¢ Reacciones de Hipersensibilidad a alimentos: son procesos
patoldgicos en los cuales se presentan reacciones excesivas e
indeseables del sistema inmune, que resultan de las
interacciones especificas entre antigenos (Ag) y Anticuerpos

(Ab) o linfocitos sensibilizados.!':?]

¢ Intolerancia a los alimentos: reaccidn adversa a alimentos o
ingredientes alimentarios especificos, reproducible, no mediado
por mecanismos inmunes. Puede desencadenarse por
caracteristicas farmacologicas de alimentos, por deficiencias

enziméticas o por mecanismos desconocidos. !t

La prevalencia de las reacciones de hipersensibilidad alimentaria
oscila entre 10 al 15% de los casos con reacciones adversas; mientras
que, para la intolerancia a los alimentos representa del 85 a 90% de
los casos.Los alimentos asociados frecuentemente con sintomas de
hipersensibilidad son: leche de vaca, huevo, cacahuate, frutos secos
(nueces), soya, trigo, pescado y mariscos. La hipersensibilidad a las
proteinas de leche de vaca (HPLV) es mas comuUn en lactantes; la
reaccion inmunoldgica es acompanada de diferentes signos vy

sintomas clinicos. [%3>°6]

La hipersensibilidad a los alimentos es una enfermedad compleja,

dependiente no sélode laherencia poligenética, sino también de



factores ambientales. En la Tablal se citan varios de los factores de

riesgo para el desarrollo de hipersensibilidad alimentaria.t” 8 8

FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE
HIPERSENSIBILIDAD A ALIMENTOS

Introduccion temprana de alimentos

Sistema inmune de mucosas inmaduro

Incremento en la permeabilidad de la mucosa

Deficiencia de IgA o retraso la produccién de IgA

Inadecuado equilibrio entre el sistema inmune intestinal con la flora
comensal

Determinantes genéticas sesgadas hacia el desarrollo de Th2

Polimorfismos de las citocinas Th2 o de los genes de los receptores de IgE

Alteraciones inmunes (p.e. bajos niveles de TGF-B)

Infecciones gastrointestinales

Exposicion a contaminantes ambientales

Alimentacion del lactante utilizando leche materna combinada con formulas
lacteas maternizadas durante los primeros 3 meses de vida

Tabla 1. Factores de riesgo asociados a la hipersensibilidad alimentaria.

B) HIPERSENSIBILIDAD A LAS PROTEINASDE LECHE DE
VACA (HPLV).

La leche contiene las primeras proteinas extranas introducidas en
la dieta, por lo que la hipersensibilidad e intolerancia a éstas son la
causa mas comun de enfermedades de tipo alimentaria en lactantes.
La leche de vaca contiene cerca de 200 proteinas [?*ly todas ellas son
potenciales antigenos en la especie humana.Los alérgenos principales
son: la B-lactoglobulina, la caseina, la a-lactoalbumina y la albimina
sérica. La B-lactoglobulina es una proteina que no existe en la
especie humana y se encuentra en la leche materna en cantidades de
microgramosdebido a los lacteos ingeridos por la madre. Estas
pequefias cantidades son las responsables del mayor numero de
hipersensibilidad a esta proteina.En la Tabla 2 se muestra la

composicion proteica de la leche humana y la leche de vaca ¥ 1112




Proteina Humano Vaca
(mg/mL) (mg/mL)

a-lactoalbimina 2.2 1.2
a-sl-caseina 0 11.6
a-s2-caseina 0 3.0
B-caseina 2.2 9.6
Kk-caseina 0.4 3.6
y-caseina 0 1.6
Inmunoglobulinas | 0.8 0.6
Lactoferrina 1.4 0.3
B-lactoglobulina 0 3.0
Lisozima 0.5 Trazas
Albuminasérica 0.4 0.4
Otras 0.8 0.6

Tabla 2. Composicidnproteica en leche humanay leche de vaca.[*?]

Asi mismo, durante la lactancia, la administraciéon de sucedaneos de
leche de vaca al recién nacido pueden inducir la hipersensibilidad. La
sensibilizacién puede ocurrir inclusive desde el Gtero, a través de la
alimentaciéon por el cordéon umbilical. Existe mayor riesgo en infantes
con antecedentes de atopia y/o aquellos expuestos tempranamente a
las proteinas de leche.Esta patologia era rara hasta 1950. A partir de
la siguiente década se empezd a observar un incremento en el
numero de casos, probablemente asociado con un aumento de |la
exposicion a las proteinas extrafias procedentes de la leche de vaca.
Esto causado por el descenso en la lactancia materna producido en
los paises desarrollados; o quizas por el desarrollo de nuevas técnicas

para el diagndstico de este padecimiento.>!!



En México es comun que los lactantes sean alimentados con leche
de vaca, ya sea en su presentacion liquida o en polvo. La situacion
econdémica propicia el uso de estas presentaciones debido a que son
mas baratas que las férmulasinfantiles. Sin embargo, el
costo/beneficio y los danos que puede ocasionar a largo plazo
resultan ser mayores comparados con la leche materna y con las
férmulas infantiles. No obstante, el uso de estas formulas no asegura
que dicha patologia deje de presentarse. Actualmente, en el mundo
del 5 al 15% de los lactantes menores de 2 afos presentan algun tipo
de reacciéon de hipersensibilidad contra las férmulas derivadas de la

leche de vaca.?

En los datos epidemioldgicos internacionales se observa una
importante variacidon entre las frecuencias de hipersensibilidad a las
PLV reportadas en diferentes paises (1.8%-7.5%). Lo anterior
posiblemente revela diferencias en los criterios diagndsticos, disefio
de estudios y particularidades geograficas. Sin embargo, casi todos
los autores estiman una frecuencia de prevalencia que oscila entre el
2.5 y el 5%. Los sintomas sugestivos del diagndstico se observan en
un 5 al 15% de los nifos, sin embargo, en alrededor de un 33% de
los casos no se confirma la asociacién.En México se desconoce la
incidencia de esta patologia pero podria oscilar entre 5% y 7%;
actualmente se tiene la percepcién clinica de que es un problema

creciente.[24

C) FISIOPATOLOGIADE LA HPLV.

1. MECANISMO INMUNOLOGICO.

A las pocas horas del nacimiento se desarrolla un sistema de

digestion y proteccion inmunoldgica por el aparato gastrointestinal.



La barrera inmunoldgica del intestino estd conformada
principalmente por: la inmunoglobulina A (IgA), la inmunoglobulina M
de secrecién (IgM) y el GALT (tejido linfoide asociado al intestino),
que es el lugar de induccién mas importante del sistema inmunitario;

el cual estd compuesto por cuatro compartimentos linfoides distintos:

1) Foliculos linfoides (placas de Peyer, el apéndice y nddulos
linfaticos aislados).

2) Linfocitos y células plasmaticas de la lamina propia.

3) Linfocitos intraepiteliales localizados entre las digitaciones de
los enterocitos.

4) Nédulos linfaticos mesentéricos.

La induccidn de la respuesta inmune se realiza en los foliculos de
Peyer, se transporta a través de células M hacia la capa inferior rica
en células presentadoras de antigeno (CPA), principalmente células
dendriticas y macréfagos, que procesan los antigenos vy los
presentan a los linfocitos T cooperadores (Th). Los Th al activarse
producen diferentes citocinas; dependiendo de las citocinas
producidas, los linfocitos T pueden diferenciarse en 3 fenotipos
conocidos comoTh1, Th2 y Th3[ %12 por otro lado, los linfocitos B
pueden activarse convirtiéndoseasi en células plasmaticas

productoras de anticuerpos.

Aln con la integridad de los componentes de la barrera intestinal en
el tubo digestivo maduro, tanto en nifios como en adultos, cerca del
2% de los antigenos alimentarios ingeridos se absorben y transportan
en una forma “inmunolégicamente intacta”. Estas proteinas
reconocibles inmunolégicamente llegan a la circulaciéon, y en la
mayoria de los individuos por lo general, no provocan reacciones
adversas ya que desarrollan tolerancia. En contraste, en individuos
susceptibles pueden favorecer el desarrollo de procesos de

hipersensibilidad. >°



2. MECANISMOS DE DANO INMUNOLOGICO.
MECANISMOS DE LAS REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD.

a) Tipo I (Hipersensibilidad inmediata mediada por
IgE).

La reaccidn se genera en un tiempo menor a 2 horas después de la
ingesta de la proteina;se produce en respuesta a ciertos antigenos
llamados alérgenos. Los sintomas estan relacionados con el drgano o
sistema donde las células plasmaticas estan localizadas.La
hipersensibilidad inmediata es mediada por la inmunoglobulina E
(IgE) (Figura 1). 1415 17]

Liberacion de
mediadores

Activacion de
Producciéon mastocitos

- de IgE IgE
Presentacion
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f
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Figural. Induccion y mecanismos efectores de la hipersensibilidad tipo I.En
los individuos que presentan este tipo de hipersensibilidad el antigeno (Ag) es
captado y procesado por las células presentadoras de antigeno (CPA). Las CPA
presentan las epitopes a las células TH2, que secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13
favoreciendo la produccidon de anticuerpos (IgE) por linfocitos B que tienen gran
afinidad  por los receptores (Fce;CD23) de los mastocitos y baséfilos. Una
subsecuente exposicion al alérgeno provoca una interaccién IgE-Fce teniendo como
consecuencia la degranulacién de los mastocitos y basofilos. Esto libera diversas
sustancias farmacolégicamente activas como la histamina y los factores
granulociticos quimiotacticos.



b) Tipo II (Reaccion Citotoxica).

Este tipo de hipersensibilidad afecta una gran variedad de érganos y
tejidos. Es mediada principalmente por anticuerpos de clase IgM, IgG
y factores del complemento (Figura 2). La trombocitopenia inducida
por las proteinas de leche de vaca es un ejemplo de esta

hipersensibilidad. [*% 17+ 18

@
1) Lisis mediada 2) Lisis mediada 3) Fagocitosis
por complemento por células K frustrada

Figura 2. Mecanismos de la hipersensibilidad tipo II.Las IgM e IgG se unen a
los antigenos que se encuentran adheridos a las membranas de las células, lo cual
puede provocar: 1) La activacion de la cascada del complemento;2) La lisis celular
provocada por la activacion de células NK (natural killer) o 3) la liberacion de
factores toxicos al medio externo debido a una fagocitosis frustrada; provocando en
todos los casos la posterior destruccidn de las células y dafio en el tejido.



c) Tipo III (Complejos Inmunes).

La reaccion de hipersensibilidad es causada por la deposicion de
agregadosantigeno:anticuerpo o complejos inmunes en tejidos

particulares, provocando una respuesta de inflamacién local (Figura
3) [15, 17,18]
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Figura 3. Mecanismo de dafio de Ila hipersensibilidad tipo III.Las
inmunoglobulinas de clase IgG, IgM vy factores de la cascada del complemento
(C3a, 4a y 5a) se unen a los antigenos que se encuentran en la circulacién,
formando los complejos inmunes solubles. Estos complejos interaccionan con el
endotelio de los vasos de pequefio calibre iniciando un proceso inflamatorio
(vasculitis). A continuacion se causa un dafio al tejido del vaso mediado por las
plaquetas y neutrofilos; dependiendo del grado y la extension de la lesién se
determinan las manifestaciones clinicas.



d) Tipo IV (Reaccion mediada por células).

Los mecanismos de daho incluyen linfocitos T, monocitos y/o
macrofagos (Figura 4).Los alérgenosreaccionan directamente con las
células T cooperadoras (Thl) provocando la secrecién de citocinas
que activan macréfagos. Es una reaccidon retardada que puede

presentarse junto con la reaccién tipo III.[17/18]

Figura 4. Mecanismo de dafo en la hipersensibilidad retardada.Las células
presentadoras de antigeno en este caso son los macrofagos que secretan IL-12, el
cual estimula la proliferacion de mas linfocitos T. Los Th1 secretan también IL-2 e
interferén gamma (IFN-y), estimulando aun mas la liberacion de citocinas, de ese
modo mediando la respuesta inmunitaria. Las células NK destruyen las células
diana al entrar en contacto con ellas mientras que los macréfagos activados
producen enzimas hidroliticas y, ante ciertos patdégenos intracelulares, se
transforman en células gigantes multinucleadas.
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3. TOLERANCIA ORAL.

Es una respuesta de hiporreactividad o de nula reactividad de las
células maduras B y T a la exposicién de antigenos (Ag's) ingeridos
por via oral.l'> 8] Los mecanismos involucrados en la tolerancia oral
estan influenciados por la magnitud de la dosis administrada. Las
dosis bajas de Ag ejercen un efecto supresor mediado por citocinas
producidas por la respuesta Th3 (Treg) 0 induciendo anergia;
mientras que, las dosis altas de Ag inducen una respuesta Th2. La
respuesta dominante del GALT (tejido linfoide asociado al intestino)
es la supresiéon o tolerancia de los Ag's. Los métodos por los cuales
el sistema inmune es “educado” para evitar la sensibilizaciéon a los
antigenos derivados de los alimentos no se conoce por completo. Sin
embargo, se sabe que los Ag's conformados por proteinas y los
patdgenos intactos son tomados por las células M y procesados por
CPA. La tolerancia a este tipo de Ag's es mediada por una respuesta
tipo Th3 (Treg).!?% 21 224
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Figura 5.Mecanismos de reacciones de hipersensibilidad a las proteinas de
leche. Las proteinas de leche son pinocitadas y procesadas por las CPA y los
péptidos con los epitopes son presentados a las células T. En las reacciones de
hipersensibilidad mediadas por IgE las células T se diferencian a Th2 que sefalizan
a los linfocitos B via IL-4, provocando la produccion de anticuerpos especificos IgE
que se unen a los receptores de los mastocitos (sensibilizacién). Posteriormente,
cuando las proteinas de leche se unen a las IgE unidos a los mastocitos causan su
degranulacion y el aumento del poder inflamatorio de los mediadores (activacién).
El mecanismo no mediado por IgE aun no esta claro, pero puede involucrar la
activacion de células inflamatorias via interferon-gamma (INF-y). La tolerancia oral
es activada por la anergia de las células T o por la accion de las células T
reguladoras (Treg) que suprimen la accidon efectora de las células T (Th1l y Th2) via
interleucina-10 (IL-10), factor transformante del crecimiento beta (TGF-B) o por
contacto célula-célula. 1%
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D) MANIFESTACIONES CLINICAS.

La gran diversidad de expresién clinica de la hipersensibilidad a
los alimentos se debe a que todos los mecanismos de

hipersensibilidad pueden presentarse de forma aislada o combinada.

Normalmente la clinica se manifiesta en el primer afio de vida. El
inicio de los sintomas coincide con la introduccidon temprana,
frecuente o inadecuada, de férmulas derivadas de la leche de vaca, y
excepcionalmente con leche materna asociada a consumo de lacteos

por la madre durante la lactancia.[! 1!

La prematurez, enfermedad hipdxica-isquemia, resecciones
intestinales, desnutricién, diarrea toxigénica, enterocolitis
necrosante, deficiencia de IgA, son factores de riesgo para la

sensibilizacién a las proteinas de leche.l”" 8

Las manifestaciones clinicas de hipersensibilidad a las proteinas de

leche, de acuerdo al érgano afectado, pueden agruparse en:

1) Reacciones Gastrointestinales: Diarrea crénica, diarrea con
moco y sangre, nausea/vomito, dolor abdominal, distension
abdominal, disquecia, sangrado oculto.

2) Reacciones en el Aparato Respiratorio: Rinoconjuntivitis,

broncoespasmo, laringoespasmos, asma, cianosis, tos crdnica,
neuropatias.

3) Reacciones Cutaneas: Urticaria aguda, angioedema, eczema
(dermatitis aguda).

4) Reacciones Neuroldgicas: Pseudoconvulsiones, irritabilidad,
llanto nocturno y alteraciones en el patrén de suefio.

5) Reacciones Sistémicas: Choque anafilactico, expresion
cutdnea, respiratoria, gastrointestinal y cardiovascular,

hipotensién, colapso vascular y disrritmias agudas.t! 2:>:1%



13

Los factores que determinan porqué aparece un determinado
cuadro clinico y qué tipo de respuesta inmunoldogica esta
interviniendo en cada caso, en la actualidad no estan bien

determinados. [%°!

E) PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS.

Las técnicas diagndsticas para la HPLV comprenden 3 etapas:

1) Historia clinica compatible con las manifestaciones tipicas de
hipersensibilidad.

2) Demostracién o no de sensibilizacién mediada por IgE mediante
pruebas cutdneas en prick o con el alérgenoadecuado y/o IgE
sérica especifica para la leche y sus proteinas.

3) Prueba de provocacion/tolerancia controlada salvo

contraindicacion clinica.[*? 19231
1. Historia Clinica.

Para el diagndsticoclinico es esencial elaborar un historial detallado de
datos subjetivos con referencia a la presencia de antecedentes
familiares y/o personales de atopia, tipo de alimentacién (materna,
féormulas, presencia de biberones esporadicos); edad al comienzo de
los sintomas, tiempo transcurrido entre la ingesta de leche y la
aparicion de los sintomas; tipo de sintomas, etc... La anamnesis debe
completarse con una exploracion fisica detallada y, si existen
sintomas digestivos, blusqueda de signos de malabsorcion y/o

malnutricion. [+ 2 3 6, 19]
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2. Pruebas Cutaneas.

Se utilizan para diagnosticar los cuadros mediados por IgE. En
general, la fiabilidad diagndsticaparece similar a la determinacion de
IgE especifica en suero. Estas pruebas consisten en reproducir la
reaccion alérgica de una forma estrictamente localizada en un punto
de la piel, en el que se inocula el alergéno. Su practica se basa en la
suposicién de que si un individuo estasensibilizado y posee
anticuerpos IgE especificos contra un antigeno, éstosestan fijados a
las membranas de los mastocitos de la piel ademas de los érganos
responsables de la manifestacion clinica, de forma que al inocular el
alérgeno en la piel, se provoca la degranulacién de los mastocitos

presentes. [>12/19]

a) SKIN/PRICK TEST (SPT)

Se realiza aplicando en la piel punciones deextractos estandarizados
de diferentes alergénospresentes en la leche (caseina, B-
lactoglobulina, a-lactoalbimina), un control positivo (histamina) y un
control negativo (solucién salina). Tiene una sensibilidad del 69% vy
una especificidad de 91% con la presencia de una papula mayor de 3
mm, lo que indica la posibilidad de que el paciente tenga sintomas
debidos a la leche. Sin embargo, los resultados en lactantes menores
de 1 afio son negativos debido a su inmadurez inmunoldgica ya que
en muchos casos, la reaccion de hipersensibilidad no es mediada por

anticuerpos. 119
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3. Pruebas de provocacion/tolerancia.
DBPC (Double blind placebo controlled challenge): Reto
de provocacion controladodoble ciego.
Aunque diversos autores utilizan distintos protocolos,en general la
prueba consiste en establecer una secuencia aleatoriade
administracién de una o varias féormulas experimentales y una
control. Laférmula experimental se introduce en diluciones crecientes

y se miden una seriede resultados como la sintomatologia.

Cuando se desencadena la clinica seinterrumpe la provocacién y
algunos autores desenmascaran la asignacién,mientras otros

administran el placebo hasta terminar el periodo de seguimiento.

Las férmulas se preparan de forma ciega, asi ni los padres ni los
clinicos conocen la asignacion. El periodo de seguimiento y los
tiempos deevaluacién y medida de resultados varian segun los
distintos protocolos. Algunosautores requieren una fase de supresion
para el diagndstico, de tal forma quesi después de ésta desaparece la
sintomatologia y reaparece con la reintroduccién, la HPLVqueda

confirmada. [ 10 11]

F) TRATAMIENTO.

Actualmente no existe cura para la HPLV, el tratamiento incluye la
eliminacion del alérgeno especifico de la dieta (proteinas de leche). El
tratamiento farmacoldgico y las medidas preventivas, donde la Unica
estrategia eficaz es evitar la ingesta de las proteinas causantes de la

reaccién inmunoldgica.l* 19 131
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1. Dietas de eliminacidén del alérgeno.

La eliminacién de la proteina causante es el Unico tratamiento bien
probado. Es necesario proporcionar informacion suficiente a familiares
para la correcta eliminacién del alérgeno y para seleccionar fuentes
alternas de nutrientes, que aseguren el adecuado crecimiento y

desarrollo.[t%

La HPLV es la hipersensibilidad mas frecuente en la edad pediatrica.
Esto se debe a que las proteinas de leche bovina es el alérgeno con el
gue mas tempranamente se enfrentan los individuos susceptibles no
alimentados con leche materna. La alimentacion al seno materno es
la primera eleccién en la alimentacion del paciente con HPLV. Cuando
no es posible la lactancia materna, una posible seleccidn es utilizar
una férmula hipoalergénica a base de hidrolizados de proteinas de

leche. [t >12]

a) Formulas hidrolizadas.

La leche de vaca contiene numerosos componentes proteicos que
pueden actuar como potenciales alérgenos como son: la
B-lactoglobulina, caseina, albiminasérica, y-globulina y la a-

lactoalbumina.

Existen dos tratamientos a las que son sometidas las proteinas de la
leche de vaca, con el fin de reducir su alergenicidad: tratamiento

térmico e hidrdlisis enzimatica.

La pasteurizacion (calentamiento a 75°C por 15 seg) no reduce la
carga antigénica; mientras que, el calentamiento a mayor intensidad
(120°Cpor 20 seg) destruye la antigenicidad de la mayor parte de las
proteinas solubles, sin embargo la a-lacto albimina se renaturaliza al

enfriarse y sélose reduce moderadamente a la caseina.
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Para una auténtica reduccion hay que recurrir a técnicas de

hidrolisis enzimatica y posterior ultrafiltracion.

v Hidrélisis enzimatica. Destruccién progresiva de las

proteinas por medio de proteasas como la tripsina,
quimiotripsina y pepsina, sin destruir aminoacidos.
v Ultrafiltracidon. Se eliminan proteinas y péptidos de alto peso

molecular y las proteasas residuales.
Segun el grado de hidrélisis podemos hablar de:

¢ Hidrolizados parciales (péptidos de peso molecular superior a
5000 Da)

¢ Hidrolizados extensivos (péptidos de peso molecular entre
1500 y 5000 Da)

e Formulas altamente hidrolizadas (péptidos de peso

molecular menor a 2000 Da)

La antigenicidad y alergenicidad se relaciona directamente con el
tamano de los péptidos; por lo que las formulas altamente
hidrolizadas presentan menor capacidad alergénica que los otros
hidrolizados. Sin embargo, aun hay riesgo de que el lactante
desarrolle alguna respuesta ante la exposicién de los péptidos
presentes en estos hidrolizados. El uso de la hidrdlisis enzimatica da
como resultados péptidos amargos. El sabor amargo estd en funcidn
de la enzima utilizada, del sustratoproteico y de la extension de la
hidrolisis. Los hidrolizados parciales, por tener un menor grado de

hidrdlisis, tienen mejores caracteristicas organolépticas.[t! 131
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2. Tratamiento farmacolégico.

No existe medicamento alguno que prevenga o0 cure las
hipersensibilidades alimentarias. Los antihistaminicos H1 y H2,
antileucotrienos , Ketotifeno, esteroides y bloqueadores de la bomba
de protones pueden utilizarse para aliviar los sintomas por

hipersensibilidad a los alimentos.!® 10 23]

3.Niveles de prevencidn para la HPLV.

La HPLV puede abordarse en tres niveles de prevencion:

v Prevencion primaria: Bloquea la sensibilizacién inmunoldgica
a la leche, mediada particularmente por IgE. La mejor
estrategia para evitar la sensibilizacién a PLV es la lactancia

materna exclusiva hasta los 4-6 meses de edad del lactante.

v Prevencion secundaria: Suprime la expresion de la
enfermedad después de la sensibilizacién.Para evitar las
reacciones adversas ante el contacto con las proteinas
alergénicas, el alimento que contiene dichas proteinas es
retirado de la dieta del paciente. En el caso de los pacientes con
HPLV se les recomienda tomar férmulas extensivamente

hidrolizadas.

v Prevencion terciaria: Induccidon de tolerancia en individuos
sensibilizados (Inmunoterapia Especifica). Se induce la
regulacion inmune mediante la exposicion controlada a él
alérgenoque a menudo se modifica para evitar que se

desencadenen reaccionesadversas.!> 1 23]
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II. JUSTIFICACION

La hipersensibilidad a las proteinas de leche de vaca (HPLV) es un

desorden complejo; en México la incidencia de esta patologia es
incierta, sin embargo se calcula que entre 5y 7% de los lactantes son
afectados. El diagndstico se basa principalmente en la historia clinica
del paciente, en la identificacion o no de IgE especificas y en pruebas
de provocacién/tolerancia que en muchos casos resultan riesgosas
para el paciente. Muchas veces debido a la complejidad y variabilidad
de los cuadros clinicos presentados en los pacientes, el diagndstico es
equivoco. Esto repercute directamente en el crecimiento y desarrollo
normal, ademas de causar problemas metabdlicos en los infantes con
HPLV. Actualmente en la poblacion mexicana no existen estudios
acerca de los mecanismos inmunoldgicos que provocan la
sintomatologia de la HPLV; tampoco de cudl es la proteina o
proteinas que contienen las regiones antigénicas que causan la
reaccion de la respuesta inmune. Por lo anterior se sugiere el
desarrollo de nuevas técnicas mas seguras; que apoyen al
diagndstico certero de esta patologia y al estudio de las proteinas
antigénicas causantes de este desorden. Sugerimos que la
inmunoprotedmica puede ser una herramienta valiosa para la

obtencién del analisis certero del diagndstico para la HPLV.

III. HIPOTESIS

v Con la aplicacion de métodosbioquimicos, inmunoldgicos y de

protedmica se pueden desarrollar nuevas técnicas de diagndstico
para la hipersensibilidad a las proteinas de la leche de vaca,las
cuales permita disenar, estrategias para la identificacion de las

proteinas que causan la reaccion de hipersensibilidad.
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IV. OBJETIVOS.

OBJETIVOS GENERALES:

v Implementar y estandarizar nuevas metodologias para el apoyo al
diagnostico rapido y certero de HPLV en pacientes pediatricos
utilizando técnicas bioquimicas, inmunoldgicas y protedmica.

v Desarrollar estrategias para la identificacién de las proteinas

alergénicas de la leche de vaca.

OBJETIVOS PARTICULARES:

v' Estandarizar las condiciones para llevar acabo ensayos de
ELISA para la deteccidon de Ab contra PL.

v' Determinar el tipo de inmunoglobulina que interviene en la
respuesta inmune mediante técnicas de ELISA.

v Estandarizar metodologias que ayuden a aislar a las proteinas
alergénicas basadas en cromatografia liquida.

v Estandarizar técnicas de protedmica que ayuden en la
identificacién de las proteinas basandose en electroforesis y
Western blot.

v’ Identificar las proteinas alergénicasque despiertanla respuesta

inmune utilizando técnicas de EM-MALDI-ToF.



V.

MATERIALES Y METODOS.

OBTENCION DE MUESTRAS. I
SUERO DEL PACIENTE Y
CONTROL.

PROTEINAS DE LECHE.

Obtencion de proteinas
de leche con bajo
contenido de caseinas

1 ., 1
! Extraccionde suero !
! Venoso. !
1 1

Remocién de IgG del
suero de leche

y y
Determinacion de concentracion
de proteinas con BCA

21



22

IDENTIFICACION DEL TIPO DE Ab QUE INTERVIENE EN LA HPLV

Ensayos de ELISA para la
deteccion indirecta de Ab

contra PL
r— = I | r— = __l
| I |
I IgE | ,  18G :
| -

IDENTIFICACION DE LA(S) PROTEINA(S) ANTIGENICA(S)
CAUSANTES DE LA HPLV.

Técnicas de tinciéon Fraccionamiento de
compatibles con EM. PLpor FPLC de
intercambio 10nico.
Plata Coomassie
) Coloidal . Ensayo ELISA.
Técnica de

Inmunoprecipitacion. Western blot.

Identificacion de proteinas por

EM-MALDI-ToF con
Finger-Print.
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A) OBTENCION DE SUEROS.
i) EXTRACCION DE SUERO VENOSO.

Se tomaron 5 mL de sangre venosa de dos infantes, el primero
con 9 meses de edad el cual presenta trastornos gastrointestinales
severos desde los 6 meses y con diagndstico clinico de alergia
alimentaria. El segundo, control pareado por edad sin sintomatologia

alérgica o gastrointestinal.

La sangre se almacend en un tubo Vacutainer, se incubé 30 min a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifugdé a 1,500

rpm/10 min a 25°C para separar las células del suero.

Se recuperd el suero con ayuda de una pipeta Pasteur y
adicionalmente se volvié a centrifugar a 12,000 rpm/10 min a 4°C,
para eliminar todo el resto celular. El suero se recuperé nuevamente
para determinar la concentracion de proteinas por el método
colorimétrico del Acido bicinconinico (BCA), los sueros se fraccionaron
en volimenes de 100 pL y se almacenaron a -70°C para su

preservacion por tiempo prolongado.

ii) OBTENCION DE PROTEINAS DE LECHE CON BAJO
CONTENIDO DE CASEINAS!*%

Se tomaron 50 mL de leche entera de vaca, para remover los
lipidos, grasas y gran parte de las caseinas; la leche se colocd en
agitaciéon y se le agregd HCl concentrado. El pH se fue midiendo con
ayuda de tiras hasta llegar a un pH aproximado de 5; se incubda 4°C
toda la noche para permitir la precipitacion de las caseinas vy
posteriormente se centrifugd a 9,000rpm/20 min a 4 °C.
Inmediatamente se extrajo el suero con una pipeta evitando tomar
la fraccién que contiene lipidos y grasas. Se repitid la centrifugacion
para remover lo mejor posible los lipidos y grasas y, a continuacion
se midié el pH para llevarlo a 4.6 con HCl y se incubd a 4°C toda la

noche para precipitar las caseinas restantes. Posteriormente, la
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muestra se centrifugé a 30,000 rpm/30 min a 10°C y el suero se

recuperd y se le determind la concentracion de proteina por el

meétodo colorimétrico de BCA.

Se hicieron alicuotas de 500 uyL y se almacenaron a -70 °C para

su preservacion.

1)

2)

3)

4)

5)

a) REMOCION DE INMUNOGLOBULINAS G (IgG)
DEL SUERO DE LECHE.

Se tomaron 100 pL de proteina-G agarosa y se colocaron en
un microtubo de 1.5 mL

Las perlas de agarosa se lavaron 4 veces con 500 pL de buffer
PBS. Las perlas se centrifugaron a 10,000 rpm/25°C y se retird
el sobrenadante en cada ocasién.

Posteriormente, se agregaron 700uL de suero de leche y la
muestra se dejé incubar toda la noche a 4°C en agitacion
suave.

Después de la incubacién, se centrifugé a 10,000rpm/5seg v el
sobrenadante se colectdé en un tubo nuevo, en esta fraccidon se
encuentra el suero de leche libre de IgG.

La concentracion de proteinas se determind por el método

colorimétrico del BCA.
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B) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA
EN SUERO Y LECHE.

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO
COLORIMETRICO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA).[3]

Se prepararon 100 mL de las soluciones A y B, de la siguiente

manera.

v Solucién A (pH 11.3)

Reactivo PM Para 100mL
(grs/mol) pesar:

(grs)

Acido bicinconinico 388.29 1.0

Bicarbonato de sodio 105.99 1.71

(Na.CO;,

Tartrato de sodio y 282.23 0.181

potasio

(KNaC;H;,06.4H,0)

Hidroxido de sodio 40.0 0.4

(NaOH)

Carbonato de sodio 84.01 0.946

(NaCo;,

El pH se ajusté con NaOH 1N.

v Solucién B (CuS04.5H,0 160.2 mM)

Reactivo P.M Para 100mL
(g/mol) pesar:
(grs)
Sulfato de cobre 249.68 4.0

pentahidratado
(CuS0,.5H,0)




Se prepard la curva de calibracién siguiendo la siguiente tabla.

Tubo | Muestra| Reactivo BSA BSA (pL) H,O
No. A+B¥* (mg/mL) (Stock: (ML)
(pL) 1.37mg/mL)
1 Blanco 950 0 0 50
2 A 950 2.917 47.083
3 B 950 5.84 44.16
4 C 950 16 11.68 38.32
5 D 950 24 17.52 32.48
6 E 950 32 23.36 26.64
7 F 950 40 29.2 20.8
8 G 950 50 36.49 13.51
9 H 950 60 43.79 6.21

*Se prepard una mezcla de reactivo A+B adicionando 24.5 mL de reactivo A y 0.5

mL de reactivo B, la cual se prepard en fresco.

El volumen final en cada tubo es de 1 mL.

Para las diferentes muestras se colocaron:

Reactivo H,O Dilucion HL de
A+B¥* (pL) de la muestra
(pL) muestra
950 40/45 Sin 10/5
dilucion
950 40 Dil 1:10 10
950 45 Dil 1:10 5
950 40 Dil 1:20 10
950 45 Dil 1:20 5
950 40 Dil 1:100 10
950 45 Dil 1:100 5

El volumen final es de 1 mL .

Después de colocar lo indicado en cada tubo, las muestras se

agitaron y se incubaron durante 30 min/37°C.
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Después de transcurrido el tiempo, se leyeron las absorbancias
de las muestras en un espectrofotometro a una longitud de onda de
562 nm.

Se calcularon las concentraciones de proteinas de las diferentes
muestras, considerando la curva de calibracién, las diluciones

realizadas y los microlitros (uL) tomados de cada suero.

C) DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS

ELISA)DE INMUNOGLOBULINAS “G” Y “E” ESPECIFICAS
CONTRA PROTE{NAS DE LECHE [**3%!

i)  SOLUCIONES UTILIZADAS:

1. Amortiguador de carbonato 0.15M pH 9.6

v' 3.18 g de carbonato de sodio (Na>COs3)
v' 5.86 g de bicarbonato de sodio (NaHCO5)

Disolver las sales en 800 mL de agua destilada, ajustar el pH a

9.6, aforar a 1 Litro y mantener a 4°C.

2. Solucién salina de fosfatos (PBS) 0.01M, NaCl 0.15M, pH 7.2

Medir 800mL de agua destilada

Agregar 100mL de *PB 10X y 8.75 grs de NaCl.
Disolver las sales y ajustar el pHa 7.2

Aforar a 1000mL con agua destilada.

*PB 10X. 2.62 grs de fosfato de sodio monobasico monohidratado
(NaH;HPO4.H,0) + 11.5 grs de fosfato de sodio dibdsicoanhidrido.
Disolver en 200 mL de agua destilada (calentar un poco hasta

disolver los cristales) y aforar a 1L con agua bidestilada.
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3. Amortiguador de lavado (PBS-Tween 20, 0.05%)

A un litro de PBS pH 7.2, afadir 500 yL de Tween 20 y guardar a
4°C.

4. Solucion de bloqueo (AlbuminaSérica Bovina al 1% en PBS—

TWEEN 20)

Para 100 mL:

Pesar 1 gramo de albumina sérica bovina y agregar 100 mL de

agua destilada, disolver y guardar a -20°C.

5. Solucion cromdégeno/sustrato para peroxidasa.

Pesar 4 mg de orto-fenilendiamina o V> tableta de OPD y afadir 5
mL de acido citrico 0.1M y 5 mL de citrato de sodio 0.1M y adicionar
4 |JL de HzOz al 30 %.

ii) PROCEDIMIENTO:

v SENSIBILIZACION DE LOS POZOS DE POLIESTIRENO CON EL
ANTIGENO: Para realizar los ensayos de ELISA primero se
adhirieron a la placa las proteinas del suero de leche (antigenos),
para lo cual se hicieron diluciones con amortiguador de carbonatos
0,15 M pH 9.6, las concentraciones utilizadas fueron: 2.5ug/mL,
1.25pug/mL, 0.625pg/mL y 0.312 pg/mL y se colocaron 100
ML/pozo de las diluciones hechas. La placa se incub6 a 4°C toda la

noche.

v LAVADO DE LA PLACA: Después de la incubacidn, la placa se
lava para retirar las proteinas que no se adhirieron, se lavé 3
veces con 200 pL/pozo de un buffer de PBS-Tween 20 vy

finalmente se lavé una vez mas con PBS (200 pL/pozo),
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durante 5 min cada lavado. Se elimina el buffer y se seca el

exceso sobre una gasa.

v BLOQUEO DE LA PLACA: Enseguida se agreg6 a la placa 200
ML/pozo de una solucion de bloqueo (albuminasérica bovina
(BSA) al 1% en PBS-Tween 20). La placa se incubd por 30 min

a 37°C y posteriormente, se realizé el lavado de la placa.

v REACCION Ag-Ab: Se afiadié6 100 plL/pozo de diluciones de
suero de los individuos (paciente con sintomatologia de HPLV e
individuo con ausencia de ésta) en buffer de PBS-Tween 20;
las diluciones utilizadas fueron 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, y
1:800, éstas se colocaron en pozos con diferentes
concentraciones de antigeno. Se incubd por 2 hrs. a 37°C. Se

realizd el lavado nuevamente.

v ADICION DEL CONJUGADO: Se colocaron 100 pL/pozo del
conjugado anti-IgG humana-peroxidasa a una dilucién 1:5000
en PBS-Tween 20. Se incubdpor 2 hrs. a 37°C. vy

posteriormente se realiza el lavado.

v" REVELADO: se afadieron 100 pL/pozo de la solucidn
cromogeno/sustrato para peroxidasa, se deja incubar a 25°C.
hasta que los controles negativos empiecen a hacer fondo, la
reaccion enzimatica se detiene con 100 pL/pozo de &cido

sulfurico 2N.

Se leyd la absorbancia en un lector de ELISA a una longitud de onda
de 490 nm.
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D) TECNICA DE INMUNOPRECIPITACION DE IgG's CON
PROTEINA-G ACOPLADA A PERLAS DE AGAROSA.
PURIFICACION DEL COMPLEJO Ag-Ab.

1. Separar el suero de la sangre venosa. Cuantificar la

concentracion de proteina

2. Formar el complejo Ag-Ab
a) Diluir el suero a una concentracion de 1mg/mL en buffer PBS.
b) Colocar 500ug de proteina de suero en un microtubo de 1.5
mL.
c) Anadir cantidades crecientes de proteina de leche para formar

el complejo Ag-Ab.

TUBO Hg de proteina del | ug de proteina

suero de paciente | de leche
y sujeto control

1 500 160

2 500 320

3 500 480

4 500 972

5 500 1900

6 500 3900

d) Incubar toda la noche a 4°C en agitacion suave.
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3. Inmunoprecipitacion de IgG.

a) Tomar 60uL de proteina-G agarosa y colocarlos en un
microtubo de 1.5 mL.

b) Afadir 500 uL de buffer PBS y agitar suavemente con la pipeta,
para lavar las perlas de agarosa.

c) Centrifugar a 10,000rpm/5 seg y retirar el sobrenadante.

d) Repetir el lavado por lo menos 3 veces mas.

e) Anadir al tubo con la proteina-G agarosa el contenido del tubo
donde se formo el complejo Ag-Ab

f) Incubar toda la noche a 4°C en agitacién suave.

g) Colectar la proteina G-agarosa, centrifugando a 10,000rpm/5
seg y retirar el sobrenadante.

h) Lavar con 500 pL de buffer PBS y agitar suavemente con la
pipeta, centrifugar a 10,000rpm/5 seg vy retirar el
sobrenadante.

i) Repetir el lavado por lo menos 3 veces mas.

j) Resuspender la proteina-G en 60 pL de buffer de carga
Laemmli.

k) Para recuperar las muestras hervirlas 5 min.

[) Correr las muestras en un gel SDS-PAGE al 12%.

m)Tefir el gel y comparar para identificar las proteinas de interés

y tratarlas para la identificacion por Fingerprint.
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E) GELES DE ACRILAMIDA SDS-PAGE.[3334]
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.
Preparacion de los geles:

a. Lavar las placas de vidrio con agua y etanol.

b. Colocar el juego de placas de vidrio y separadores en la base
para preparar el gel.

c. De acuerdo a la cantidad de geles y el volumen de los mismos
preparar las cantidades descritas en las tablas I y II para el gel

separador al 12% vy el gel concentrador al 4% respectivamente.

Tabla 1. Mezcla de soluciones para preparar el gel separador al 12%
y el gel concentrador al 4%.

Soluciones 129% 4%
(Gel separador) | (Gel concentrador)
Acrilamida/Bis- 1.995mL 0.33 mL
acrilamida 30%
Buffer Tris pH 8.8 y 1.3 mL 0.5 mL
pH 6.8 (pH 8.8) (pH 6.8)
Agua destilada 1.7 mL 1.1 mL
*PSA 10% (Persulfato | 50 L 20 pL
de Amonio)
*TEMED 2 UL 2 UL

*Estos reactivos se agregan hasta el final.

d. Una vez preparada la mezcla para el gel separador, se vierte la
mezcla entre las dos placas de vidrio dejando un marco de 1.5
mm del borde superior y se deja polimerizar.

e. Se coloca el peine apropiado, de acuerdo al numero de

muestras; se prepara la mezcla de soluciones para gel
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concentrador, se agrega la mezcla sobre el gel separador
tratando de no formar burbujas y se deja polimerizar.

Cuando la polimerizacién del gel concentrador haya terminado,
se retira el peine con cuidado y se lavan los carriles con agua
destilada.

Las placas se colocan en la cdmara de electroforesis, y se llena
la cdmara con amortiguador de electroforesis.

Preparacién de muestras.

Preparar las muestras mezclandolas con buffer de corrida y
anadir DTT a una concentracidon 25 mM.

Hervir las muestras 1min a bafio Maria.

Colocar las muestras en el carril correspondiente, incluyendo en
cada gel un carril con estdandares de pesos moleculares.
Agregar el amortiguador de electroforesis que haga falta para
que la cdmara tenga el volumen adecuado.

. Colocar los electrodos y conectar la cdmara a la fuente de poder
y ajustar la corriente a 120 volts constantes.

Mantener la electroforesis hasta que el frente este a medio
centimetro del final de la placa.

. Al terminar la electroforesis sacar el gel.

. Se procede a realizar la transferencia a la membrana para
realizar el Western-blot o a tefiirlo para observar las proteinas;
el gel se tine con Coomassie Coloidal o con plata modificada o
con alguna otra técnica de tincibn compatible con

espectrometria de masas.
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F) ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-D). [353€]
i) ISOELECTROENFOQUE (IEF).

Las muestras para el IEF se preparan de la siguiente manera:
Para un volumen final de 125 pL:

v' Muestra: 50-150 pg de proteina. Para las proteinas de leche se
colocaron 15 pL (80 pg aprox.).

v' Anfolitos (Bio-Rad): 1% (1.25 pL)

v DTT 4M: 1.2% (1.5 uL)

v Buffer de IEF (Bio-Rad): c.b.p. 125 pL (107.25 pL).

Tomar los 125 pL de muestra y colocarlos a lo largo del pozo de la
camara de IEF.

Sacar la tira de IEF de pH 3-10, y quitar el empaque; colocar la tira
encima del pozo con la muestra y posteriormente cubrir con 1 mL
de aceite mineral.

Colocar la tapa de la cdmara de IEF y cerrarla. Correr el equipo a las
siguientes condiciones:

Paso (Rehidratacién) 12hrs 20°C (PASIVA)

Paso 1 250 v 20min /IfINEAL

Paso 2 4000v 2hrs LINEAL/

Paso 3 4000v 10000/hr RﬁﬁP—I’DA
Mantenimiento (opcional)  500v 8hrs r’ RAPIDA

Al terminar de correr el IEF, detener el equipo y sacar la tira.Escurrir
el exceso de aceite mineral.

Colocar en los pozos de lavado 800 pL de Buffer I (Bio-Rad) con 5 pL
de DTT 4M (Concentracion final 25mM).

Posteriormente colocar la tira en el pozo con la mezcla del buffer y
dejar en agitacién por 10 min.

Sacar la tira y quitar el exceso de Buffer I.
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Preparar el buffer II con iodoacetamida a una concentracién final de
100mM. Colocarlo en un pozo de la placa de lavado y colocar la tira.
Agitar 10 min en oscuridad.

Sacar la tira y quitar el exceso de Buffer II.

ii) SEGUNDA DIMENSION.

Prepara un gel al 12% (separador), dejando un espacio de 1.5cm del
borde superior de las placas, y sin preparar el gel concentrador. Dejar
polimerizar.

Preparar una tira de papel filtro con el marcador de peso molecular
(MPM), (0.8uL de MPM+ 3uL de Buffer de carga).

Calentar la agarosa del Kit Bio-Rad y colocar 400uL de este sobre el
gel al 12%.

Colocar la tira del IEF al fondo del gel y posteriormente colocar la tira
con el MPM en el extremo izquierdo del gel.

Montar la cdmara y correr a 120 volts hasta que el frente del gel esté
a 0.5 cm del borde de los vidrios.

Apagar el equipo y desmontar la cdmara para sacar el gel, tenirlo con
Coomassie Coloidal.

G) TECNICA DE TINCION DE COOMASSIE COLOIDAL PARA
GELES DE SDS.[36:37]

1. Lavar el gel de una o dos dimensiones en agua Milli-Q durante
2 minutos; repetir el proceso tres veces. Se debe remover bien
el exceso de SDS o la sensibilidad de la tincién disminuye
significativamente.

2. Agitar previamente la solucidn para tefiir antes de usarse.

3. Incubar los geles con la solucién para tefiir durante 2-12 horas
en agitacion. La tincion genera un fondo marginal. Nota:

después de 10 min se pueden ver las primeras proteinas
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tefiidas, después de 2 horas se alcanza a ver el 80% del total
de proteinas.

4. Después de la incubacién remover la solucién para tefiir y lavar
el gel dos veces con agua Milli-Q. Nota: Se puede reusar la
solucion para teiir hasta que las particulas permanezcan,
después, eliminarla.

5. Remover las particulas y el colorante pegado al recipiente con
gasa e incubar el gel con solucién para destefiir de 10-60min.

6. Finalmente, lavar el gel con agua Milli-Q, dejandolo en agitacién

toda la noche.

Preparacion de las soluciones:

SOLUCION PARA TENIR

REACTIVO CANTIDAD PARA | CANTIDAD PARA 1 L
100mL

Sulfato de aluminio y |5 grs 50 grs

Potasio

Etanol absoluto 10 mL 100 mL

Commassie  Brillant | 22.2 mg 222 mg

Blue G-250 (90%)

Ac. Fosférico 5.5 mL 55 mL

Agua Milli-Q cbp 100mL cbp 1L

No filtrar la solucién, guardar en botella oscura.

SOLUCION PARA DESTENIR

REACTIVO CANTIDAD PARA | CANTIDAD PARA 1 L
100mL

Etanol absoluto 10 mL 14 mL

Ac. Fosférico 1.4 mL 55 mL

Agua Milli-Q cbp 100mL cbp 1L
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H) TECNICADE TINCION DE PLATA PARA GELES DE SDS-
PAGE. [383°]

v FIJACION. Dejar incubando el gel toda la nocheo4 veces por

30 min en una solucion de Etanol30%/Ac. Acético 10%.

v SENSIBILIZACION. Embeber los geles durante 45 min. En
una solucion: 3g/L de tetrationato de potasio/0.5M de acetato

de potasio/etanol 30%.
v LAVADO. Lavar 6 veces por 10 min con agua destilada.

v IMPREGNACION. Incubar con una solucién 2grs/L de nitrato

de plata, durante 1 a 2 horas (Hacerlo en oscuridad).

v" LAVADO. Lavar los geles durante 5-15 seg en agua (Hacerlo

en oscuridad).

v' REVELADO. Incubar los geles con una solucién de carbonato
de potasio(30grs/L)/300 puL de formaldehido (37-40%), 125 pL
de tiosulfato de sodio pentahidratado al 10 %/ L. (Hacerlo en

oscuridad).

v' STOP. Incubar por 30 min en una solucién 40grs/L de Tris y

20 mL de acido acético/L.
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I) CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO PARA
FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS DE LECHE.

Para fraccionar las proteinas de leche por cromatografia de

intercambio anidnico se utilizd:

v' Columna Mono-Q de 8 mL
v' Buffer A (Bicarbonato de amonio 50mM pH 9.0)
v' Buffer B (Bicarbonato de amonio 50mM pH 9.0, NaCl 2M)

Se equilibré la columna con 10 volumenes de Buffer A, y se
inyectaron 45 mg de proteina total (5mL), después se aplicé un
gradiente de NaCl para desprender las proteinas que se unieron a la
columna Mono-Q desde 0% hasta 25% vy posteriormente hasta
100% de NaCl. Se realizaron 4 corridas con las mismas condiciones y

se colectaron todas las fracciones.

Después de colectar todas las fracciones, se concentraron con
Speed-Vac, hasta un volumen final de 1mL, las fracciones fueron
dializadas con PBS y se cuantificd la concentracién de proteina por

el método colorimétrico del BCA.

J) WESTERN BLOT.[31/40]

Se preparé un gel SDS-PAGE al 12 % con diferentes fracciones de
proteinas de leche, ademas se colocéun carril con marcador de peso
molecular y un carril con proteinas totales de leche. El gel se corrid a
120 volts.

En tanto, en un recipiente se colocaron papeles filtro de diferentes
grosores, los cuales se embebieron en amortiguador de transferencia
(Tris 0.025M, glicina 0.192M, pH 8.3 y MeOH 20% v/v) por 30 min.
Una membrana de PVDF se cortd del tamafio del gel y se embebid en

el mismo amortiguador.
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Al terminar de correr el gel, se embebié en amortiguador de
transferencia. Se prepara la camara de transferencia acomodando
los papeles filtro, sobre de estos se colocd el gel y encima la
membrana de PVDF. Se cubrid6 con los papeles filtro, ahora
empezando con los papeles filtro delgados y terminando con el mas
grueso. Al colocar los papeles, el gel y la membrana, se cuidé que
no quedaran burbujas de aire ya que podrian interferir en la
transferencia; ademads, se asegurdé que el sistema estuviera lo
suficientemente humedo para que no se secara durante la

transferencia.

Al terminar de colocar el sistema la cdmara se cerrd y se transfirié
a 150 mA por 2 hrs.

Después de la transferencia, la membrana se tifid con rojo de
Ponceau para verificar que las proteinas se transfirieron del gel a la
membrana. La membrana se lavd varias veces con agua destilada
hasta destefirla por completo. La membrana se guardé a 4°C entre

dos papeles filtro humedecidos con PBS-Tween 20.

Al dia siguiente la membrana se bloqued con una solucién de
albumina sérica bovina al 3%, se incubo a 37°C/2hrs. Después de la

incubacion se lavo 3 veces por 5 min con PBS-Tween 20.

Se prepard una solucién de suero del paciente con sintomatologia,
con dilucion 1:50, ésta se agregd a la membrana y se incubd a
37°C/2hrs. Después de la incubacién se lavd 3 veces/5 min con PBS-

Tween 20.

Se prepard el anti-IgG peroxidasa a una dilucién 1:2,000 y se
incubdé a 37°C/2hrs, posteriormente se lavd 3 veces/ 5min con PBS-

Tween 20.

El revelado de la membrana se llevé a cabo por Quimioluminiscencia,

se preparé 1 mL del reactivo (luminol +agua oxigenada).
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La membrana se incubd por 30 seg y se tomaron 5 imagenes cada 5

seg.

K) IDENTIFICACION POR FINGERPRINT DE DISTINTAS

d)

f)

PROTEINAS A TRAVES DE DIGESTION IN-GEL CON
TRIPSINA-TPCK. [41/4%43]

. Correr un gel de una o dos dimensiones, tefirlo con alguna

técnica compatible con espectrometria de masas y determinar

las proteinas de interés que deben ser identificadas.

. PRIMER DiA: Corte, decoloracion y deshidratacion de las

bandas.

Las bandas se cortan con bisturi, aprox. 2 a 3 mm? Se
utilizaron bisturis nuevos para los cortes y eliminar lo mas
posible la acrilamida.

Las bandas se colocan en microtubos de 0.5 mL previamente
lavados con ACN/TFA 0.1%.

Las bandas se destifieron incubandolas dos veces durante 45
min/37°C en una solucién conteniendo 100 mM de NH4HCO3/50
% ACN. Utilizar esta solucién en fresco.

Para 10 mL de buffer: 79 mg NH4HCO3+5mLACN+5mLH,0.

Los fragmentos de geles se deshidrataron incubandolos dos
veces durante 10 min a temperatura ambiente con 100 pL de
ACN. Los fragmentos se reducen significativamente, se opacan
y se ponen blancos. Remover el ACN.

Los fragmentos se secan en Speed-Vac durante 10 a 15 min a
temperatura ambiente para remover el ACN.

Los fragmentos se guardaron a -70°C.
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3. SEGUNDO DiA: Reduccién, bloqueo y digestion de las
proteinas In-gel con Tripsina-TPCK.

REDUCCION Y BLOQUEO.

L) Para reducir a las proteinas, los fragmentos de gel se incubaron
30 min a temperatura ambiente con 30 pL de DTT 10 mM
(fresco).

Para 100 pL: 15.4 mg/100 pL H;O= 1M. Luego, 1pL

DTT(1M)+99 pL H,0 = 10 mM.

M) El DTT es removido de los fragmentos lavando las muestras
tres veces con agua milli-Q y desechar el agua.

N) Las proteinas se bloquearon incubando durante 20 min a
temperatura ambiente y oscuridad con 50 pL de Iodoacetamida
100 mM (fresco). La reaccién se detuvo anadiendo 50 pL de
DTT 100 mM, incubar 15 min.

Para 200 uL de iodoacetamida: 3.7 mg Iodoacetamida + 200 pL

H,O = 100 mM.

O) Remover el liquido y lavar tres veces con agua milli-Q y luego
secar.

P) El gel se deshidraté durante 5 min dos veces con ACN al 100
%. Secar el gel en Speed-Vac durante 10 a 15 min a

temperatura ambiente.

PROTEOLISIS EN GEL CON TRIPSINA-TPCK.

La tripsina es una endoproteinasa miembro de la familia de las serina
proteasas con alta especificidad por los enlaces peptidicos del

extremo carboxilo de los aminoacidos arginina (Arg) y lisina (Lys).

a) Se prepard una solucion de Tripsina a 40 pg/mL disuelta en
amortiguador de digestion (40mM de NH4HCO3/10 % ACN):
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Los geles se incubaron durante 1 hr a 25°C con 20 pL de
Tripsina (40 pg/mL) en amortiguador de digestién. Si durante
este tiempo el gel no se hidrata completamente, adicionar otros
10 a 20 pL de Tripsina e incubar 1 hr a 25°C.

Se afiadié suficiente amortiguador de digestidon para cubrir los
geles; los tubos se sellaron y se incubaron toda la noche a 37°C
y en agitacion.

La protedlisis se detiene afiadiendo 7 uL de TFA 10 %. Guardar
a 4°C.

. TERCER DIA: Extraccion de los péptidos.

a) Las muestras se incubaron 10 min en agitacién con 150 uL de

agua milli-Q. El agua se removid y almacendé en un microtubo

nuevo y lavado.

b) Los péptidos se extrajeron con dos incubaciones de 1 hr/25°C

en 50 pL de una solucién de 50 % ACN/5 % TFA.

c) Los péptidos se concentraron a 10 pL en Speed Vac a

temperatura ambiente. No permitir que la muestra se seque.

d) Se tomaron 4 uL de los extractos y se purificaron, concentraron

5

y lavaron con puntas Zip-Tip. El resto del extracto se guardd a
-70°C.

. Lavado de las muestras con puntas ZIP-TIP.

i) Preparar Zip-Tip lavando la punta con 10 pL de ACN 100 %,
después lavar 5 veces la punta con 10 pL de TFA 0.1 %.

ii)Tomar 4 pL de cada muestra y diluirlos con 4 pL de TFA 0.1
%.

iii) Pasar las muestras completamente en los Zip-Tip
inyectandolas 7 veces. Eliminar el liquido.

iv) Lavar las puntas 5 veces con TFA 0.1 % para remover los
contaminantes.

v) Eluir las muestras con 5 pL de ACN/TFA 0.1%. Repetir este

proceso para otra muestra.
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vi) Mezclar 1.5 pL de los péptidos con 1.5 pL de CHCA (estandar
9), o bien, 1.5 uL de péptidos y 3 uL de CHCA.

vii) Aplicar a la placa 2 pL de la mezcla.

6. Sintonizacion del MALDI con GFP (1570.6 g/mol):
a) Diluir 5 yL de GFP (estandar 3) en 5 uyL de TFA 0.1%
b) Mezclar 3 pL de la dilucién con 3 yL  de CHCA
c) Aplicar 1 pL  de la mezcla en la placa del MALDI.

[ Gel SDS-PAGE 12%

——

Desteiiir:
100 mM de NH4HCO3/50% ACN

Deshidratar:
10 min con ACN

E Secar en Speed-Vac X 15min a

| temperatura ambiente. Guardar a -70°C.
1

1
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REDUCCION Y BLOQUEO. PROTEOLISIS EN GEL CON
TRIPSINA-TCPK.

E IncubarX1lhr a 25°C con 20pL E
' de Tripsina (20pg/mL) en !
: Lavar con agua M||||_Q : : buffer de d|gest|én (40mM de :
'—---------I----------' i NH4CO3/10% ACN) '

1 1

Incubar con
Iodoacetamida/20min a
temperatura ambiente y
oscuridad.

1
_____________________ - ' Afiadir buffer de digestion, |
1 ' sellar e incubar toda la |
it 1 noche a 37°C. |
i Lavar con agua Milli-Q. LR -

Afadir de 7-10 pL de TFA 10%.
fTTTTTTTs 1‘ """"" Guardar a 4 °C.

Secar en Speed-Vac X15 min a
temperatura ambiente.

____________________________

Incubar 10 min en Extraor | -~
agitacion ¢/150uL de aer los peptidos,

L incubando 1 hr/25°C con
li-Q. R I .
2ais T S Renauel = I_" solucion 50%ACN/5% TFA
agua y almacenarla en

un tubo nuevo y lavado.

i Concentrar a 10 pL en

. Speed-Vac a temperatura
i ambiente.

L



Concentracion de la
muestra con Zip-Tip.

i Lavar la punta Zip-Tip con 10 pL i ' Preparar la matriz
! de ACN (10 veces), lavar 5 ! ! CHCA a 10mg/mL.
| veces con 10 pL de TFA 0.1%. ! !

i Pasar la muestra
' completamente en las Zip-
' Tip inyectandolas 10 veces.

i Tomar 1pL de muestra
: +

1

! 1 pL de matriz

1 \ Colocar 1 pL de la
| .
it ety ! mezcla matriz-muestra
Lavar las puntas 5 veces | en la placa.

con TFA0.1%. ' be=e---eee- 1 ----------

Eluir las muestras con 3 pL
de ACN/TFA 0.1%.

Sintonizacion del MALDI con GFP(1570.6 g/mol):

1) Diluir 5 yL de GFP (estandar 3) en 5 pL de TFA 0.1%.
2) Mezclar 3 pL de la dilucién con 3 pL de CHCA.
3) Aplicar 1 pL de la mezcla en la placa del MALDI.

Aplicacion de las muestras

45

en la placa.
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VI. DATOS CLINICOS: PACIENTE Y CONTROL.

i. RESUMEN CLINICO DEL PACIENTE.

Paciente de 6 meses de edad, que vemos por alergia intestinal. Nacio
de 41 semanas por cesarea con peso de 3000g, tuvo ictericia
fisioldgica y ameritd fototerapia. Tomaba leche materna y férmula
NAN I. A los 20 dias inicid6 con diarrea cronica intermitente, se
hospitalizé por deshidratacion y se diagnosticod acidosis tubular renal,
la cual se ha manejado por nefrologia controlada con bicarbonato.
Ingresdé a gastroenterologiapor diarrea y desnutricién. Se practicéd
colonoscopia encontrando colitis nodular y biopsia con infiltrado
eosindfilo. Se manejé con varias formulas que no toleré hasta que se
manejé con NEOCATE férmula elemental. El paciente continud con
vomito; la panendoscopia se encontré normal, con biopsias de

esofago y estdbmago sin alteraciones y duodenitis créonica moderada.

a) EXPLORACION FiSICA.

De edad aparente igual a la cronolégica con datos de dermatitis
atopica, cardiorespiracion sin compromiso, abdomen levemente

distendido sin visceromegalias, resto sin alteraciones.

b) DIAGNOSTICO

Alergia alimentaria.

ii. CONTROL

Control pareado por edad sin sintomatologia alérgica o

gastrointestinal.
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VII. RESULTADOS.

1. DETERMINACION DE PROTEINAS DE SUERO DE SANGRE

VENOSA Y DE LECHE.

Se obtuvieron los sueros del paciente con diagnéstico clinico de
alergia gastrointestinal y del infante que se utiliza como control; las
proteinas de leche se obtuvieron conforme a las técnicas descritas
anteriormente.

De las muestras de sangre venosa, se obtuvieron fracciones de
suero de color amarillo traslucido. De la leche entera de vaca se
obtuvo el suero de color amarillo traslucido con las siguientes
caracteristicas: libre de grasas y lipidos, libre de IgG y con un
contenido bajo de caseinas. Para conocer la concentraciéon de
proteinas de cada suero, se realizd la técnica colorimétrica del acido
bicinconinico(BCA).

Con la técnica de BCA se midieron las absorbancias de la curva
de albimina sérica bovina (BSA) y de cada suero. Utilizando la curva
de calibracién se calculé la concentracidn de proteina en los sueros
(Grafico 1).

Para los calculos se tomaron en cuenta los microlitros (uL) de las

muestras y las diluciones realizadas (Tabla 3).

Curva de calibracion:

BSA ABSORBANCIA
[mg/mL] A 562nm

4.0 0.1015

8.0 0.2070

16.0 0.3885

24.0 0.5370

32.0 0.6932

40.0 0.8553

50.0 1.0508

60.0 1.2894

Tabla 3. Absorbancia de las diferentes concentraciones de BSA a 562 nm.
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CURVA DE CALIBRACION CON BSA
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Figura 6.Curva de calibracién de BSA.

Las concentraciones obtenidas para cada suero se muestran en la
tabla 4.

MUESTRA ABSORBANCIA | CONC. CONC.
A 562 nm [ mg/mL] | PROMEDIO
[ mg/mL]

Suero del individuo
sano Dil 1:10 0.9562 44.65
(10pL) 43.71
Suero del individuo
sano 0.1246 42.77
Dil 1:100

(10 L)

Suero del paciente
Dil 1:10 0.7951 36.83
(10 pL)
Suero del paciente 36.375
Dil 1:100 0.1105 35.92
(10 pL)

Suero de leche (sin
dilucion) 0.5852 5.33
(5 pL) 5.31
Suero de leche
(sin dilucion) 1.1263 5.29
(10 pL)
Tabla 4.Concentraciones de los sueros (paciente, sujeto control y proteinas de

leche). Las concentraciones se calcularon con base a las absorbancias de cada
muestra y a la curva de calibracién de BSA.
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2.ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS PARA IDENTIFICACION
DE ANTICUERPOS.

Los estudios se realizaron utilizando el suero de leche de vaca con
los posibles antigenos (Ag) y con dos sueros; el primero, el suero del
paciente con hipersensibilidad a la leche (PHps) vy el otro suero del

sujeto sano (Control).

Los ensayos inmunoenzimaticos para la identificacion de
anticuerpos (Ab) en el suero del paciente se realizaron aplicando el
método indirecto. Asi, el conjugado enzima-Ab (HPR-Ab) reacciona
con un primer Ab (IgG's o IgE’ s presentes en suero del paciente), el
cual ya reacciond con el antigeno (Ag) adsorbido a la fase soélida
(proteinas de leche). En los ensayos se agregd el sustrato perdxido
de hidrogeno con orto-fenilendiamina y se midié la absorbancia del
color desarrollado en cada pozo a 490 nm, el cual es proporcional a la

magnitud de la reacciéon Ag-Ab (Figura 9).

Ut

[

Producto

Conjugado anti-lgG-peroxidasa ©
Conjugado anti-IgE-peroxidasa

«—

Ab IgE 6 1gG (humano)

\\
S Ag

Figura 7. Disefio del ensayo de ELISA para detectar indirectamente
inmunoglobulinas G y E.
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Las ELISAS se realizaron con las siguientes condiciones:

i. ELISAS PARA IgG (identificacion indirecta).
Condiciones:
Antigeno (Ag):
e Proteinas de suero de leche [2.5 ug/mL, 1.25 pg/mL,
0.625 pug/mL, 0.3125 pg/mL]
Dilucién de sueros:
e Paciente (PHps): 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800.
e Sujeto sano (control): 1:50, 1:100, 1:200, 1:400,
1:800.
Dilucién del conjugado anti-IgG-peroxidasa: 1:5000

ii. ELISAS PARA IgE(Identificacion indirecta).
Condiciones:

Antigeno (AQg):

e Proteinas de suero de leche [2.5 pg/mL, 1.25 pg/mL,
0.625 pg/mL, 0.3125 pg/mL]

Dilucién de sueros:
e Paciente (PHps): 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800.
e Sujeto sano (control): 1:50, 1:100, 1:200, 1:400,

1:800.
Dilucién del conjugado anti-IgE-peroxidasa: 1:1000

Las lecturas de las placas de todos los ensayos se realizaron a 490 nm.

NOTAS:
e En todos los ensayos se colocaron blancos, controles negativos y
controles positivos.
e Los resultados que se muestran en las graficas presentan los blancos

restados de las absorbancias obtenidas de las diferentes condiciones.

Bajo estas condiciones realizamos dos ensayos de ELISA para la

identificacién de inmunoglobulina G. En el primero utilizamos el suero
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de los sujetos (paciente y control) sin ajustar la concentracién de
proteina para realizar las diluciones (Grafica 1), en el segundo
ensayo se colocaron en los pozos las mismas concentraciones de
proteina del suero control y del paciente (Grafica 2). Igualmente, los
ensayos para la identificacion de inmunoglobulina E se realizaron con
diluciones de los sueros ajustados a la misma concentraciéon (Grafica
3).

Las absorbancias se graficaron para cada concentracién de proteinas
de leche vs el inverso de las diluciéon de sueros. Las graficas que se
presentan son las obtenidas con 2.5 pg/mL de proteinas de leche; en

los ensayos utilizando otras concentraciones se observd la misma

tendencia.
IDENTIFICACION DE IgG EN SUERO
CONTRA PROTEINAS DE LECHE.
2.5
£20 A
c
S /
: 1.5 / —&— PHps
'§ 1.0 - K ---@--- Control
o «*°
2 /./ ----
o @
205 00000 g~
< / ....... ¥ 2
Vesessssse® &
0.0 L
0.00125 0.0025 0.005 0.01 0.02
Diluciones de los sueros.

Grafica 1. ELISA para identificacion de IgG. Absorbancias a 490 nm obtenidas
con las diferentes diluciones de los sueros tanto del sujeto sano (Control) como del
paciente con posible hipersensibilidad (PHps) a las proteinas de la leche. La
concentracién de proteinas de leche fue de 2.5 pg/mL. Las diluciones hechas se
hicieron tomando directamente del stock de cada suero, las concentraciones de los
sueros no fueron ajustados.
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IDENTIFICACION DE IgG EN SUERO
CONTRA PROTEINAS DE LECHE.
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Grafica 2. ELISA para identificacion de IgG's. Absorbancias a 490 nm
obtenidas con las diferentes diluciones de los sueros tanto del sujeto sano (Control)
como del paciente con posible hipersensibilidad (PHps) a las proteinas de la leche,
la concentracion de proteinas de leche fue de 2.5 pg/mL. Las concentraciones de
los sueros fueron ajustadas para manejar la misma cantidad de proteina.
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PROTEINAS DE LECHE .
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Grafica 3. ELISApara identificacion de IgE s. Absorbancias obtenidas
en el ensayo de ELISA con los sueros del paciente (PHps) y el sujeto sano
(Control).
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3. TECNICAS DE TINCION COMPATIBLES CON
ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Para poder llevar a cabo los estudios de espectrometria de masas de
las proteinas identificadas en los experimentos de
inmunoprecipitacion, se evaluaron técnicas de tincibn que nos
permitieran  visualizar proteinas que se encontraran en
concentraciones de decenas de nanogramos, con el fin de poder
observar la mayor cantidad de proteinas y que ademas sea

compatible con espectrometria de masas.

Se evaluaron dos técnicas que se han utilizado para
espectrometria de masas; la tincidn con plata modificada y la tincidn
con Commassie Coloidal. Para evaluar ambas técnicas se corrieron
dos geles de un extracto total de higado. Uno se tifid con plata y el
otro con Commassie Coloidal, ambos geles fueron fotodocumentados
y analizados con el programa PD-Quest, obteniendo las imagenes de

la Figura 8.

A) B)

.‘e ,ﬁ i T y

Figura 8. Geles tefiidos con distintas técnicas compatibles con espectrometria de
masas. A) Gel tefiido con Commassie coloidal, B) Gel tefiido con plata modificada.
El andlisis densitométrico se realizé con el programa PDQuest; cada mancha o spot
se asumiod que corresponde a una proteina. Para el caso del panel (A) se obtuvieron
307 spots, mientras que para el panel (B) se obtuvieron 189.
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La técnica elegida fue la tincidn con Commasie coloidal, con la cual se
obtiene muy bajo fondo y mayor resolucién logrando observar una

gran cantidad de proteinas de la muestra.

4. INMUNOPRECIPITACION.

Para tratar de identificar la o las proteinas que contienen las
regiones antigénicas desencadenando la reacciéon exacerbada de la
repuesta inmune, aplicamos la técnica de inmunoprecipitacion
utilizando proteina-G acoplada a agarosa. Esta técnica permite
recuperar las IgG del suero del paciente que previamente se han

puesto en contacto con los antigenos (proteinas de leche).

En esta fase se utilizaron tanto las proteinas de la leche como los
sueros de los dos sujetos; el suero del paciente (PHps) y suero del
sujeto sano (Control),ambos sueros se ajustaron a wuna

concentracion de 1mg/mL.

Se incubaron una serie de relaciones entre el suero de los sujetos
(500ug) y diferentes cantidades de proteinas de leche. Se dejaron
gue interaccionaran toda la noche a 4°C vy en agitacién suave para

formar el complejo Ag(proteinas de leche)- Ab (IgG).

TUBO Hg de proteina del | pg de
suero de paciente | proteina de
y sujeto control leche

1 500 160

2 500 320

3 500 480

4 500 972

5 500 1900

6 500 3900

Tabla 5. Relaciones de suero y proteinas de leche para formar el complejo Ag-Ab.
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Posteriormente las distintas soluciones con el complejo Ag-Ab se
vertieron a microtubos con Proteina G-agarosa para poder recuperar

el complejo Ag-Ab (Figura 9).

‘ = =
é,, \K

ProteinaG- Complejo
Antigenos Complejo

Ag-Ab

IgG's Agarosa Ag-Ab

Figura 9. Disefio del experimento de inmunoprecipitacion.

Las inmunoglobulinas se separaron de la proteina G-agarosa y se
corrié un gel SDS-PAGE al 12%, para poder observar cudles proteinas

de la leche reaccionaron con las inmunoglobulinas del suero.

En los geles no se logrd apreciar una diferencia concreta entre el
patrén obtenido del paciente y el control (Figura 10) que indique una

respuesta especifica a alguna proteina.

Después se realizd un analisis densitométrico entre los geles de
las bandas de proteinas que fueron recuperadas al reaccionar con las
IgG. Se eliminaron aquellas bandas que pertenecen a los pesos
moleculares de las IgG y de sus cadenas pesadas y ligeras. Con este
analisis se logré identificar una banda en los geles del paciente, la
cual incrementaba su densidad conforme aumentaba la cantidad de
proteina de leche. Considerando los marcadores de peso molecular,
se estimd que la banda presentaba una masa de 90kDa. Esta banda
se extrajo del gel para procesarse e identificarse por espectrometria

de masas.
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Figura 10.Gel SDS-PAGE donde se corrieron las muestras con los complejos Ag-Ab
formados con diferentes cantidades de proteinas de leche (PL) recuperados con
proteina-G-agarosa, A) Reaccion con suero del paciente (PHps) ,B) Reaccién con suero
de sujeto control; (1): marcador de peso molecular (MPM), (2): reaccién con 160 ug
de PL, (3): reaccion con 320 ug de PL, (4): reaccion con 480 pg de PL, (5): reaccidon
con 972 ug de PL, (6): reaccidén con 1900 ug de PL, (7): reaccién con 3900 pg de PL,
(8): PTL, en (9) se presentan las IgG" s del suero de los sujetos.
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5. IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR “FINGER-PRINT”
EN MALDI-ToF.

Del gel se extrajo la banda con un peso molecular aproximado de
90 kDa, de la cual se extrajeron los péptidos para su identificacion
por Finger-Print (Huella digital) con espectrometria de masas en
formato Maldi-ToF. Con el analisis en las bases de datos (Mascot vy
Protein Lynx) de los espectros obtenidos de la proteina, se
identificaron dos proteinas: la lactoferrina y la
lactoperoxidasa(Figura 11).

A) B)

Figura 11. A)Lactoferrina, proteina identificada con un 100% de probabilidad. B)
Lactoperoxidasa, proteina identificada con un 77.6% de probabilidad. Las base de
datos utilizadas fueron Uniprot y NCBI. Los programas utilizados fueron ProteinLynx
y MASCOT.

PROTEINA M.W. pI Probabilidad | Péptidos | Cobertura
(kDa) | (pH) | (%) (%)

Lactoferrina 78.006 | 8.2 100 33 49.6

Lactoperoxidasa | 80.236 | 8.6 77.6 9 13.9

Tabla 6. Caracteristicas de las proteinas identificadas con MALDI-ToF
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6. FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE LA LECHE.

Después de realizar la inmunoprecipitacion, buscamos abordar el
problema con nuevas estrategias que nos permitieran determinar la
existencia de otras proteinas antigénicas. Por lo tanto, decidimos
separar en fracciones a las proteinas de leche utilizando métodos de
cromatografia liquida. Esto con el objetivo de realizar ensayos
inmunoenzimaticos que nos indicaran en que fraccién se encuentra

lasproteinasantigénicas.

Con el patron de proteinas obtenido de un gel en dos dimensiones
(2-D), se eligi6 el método cromatografico adecuado para el
fraccionamiento (Figura 12). En este gel se observa que la mayoria
de las proteinas presenta un punto isoeléctrico por debajo de 8. Por
tanto, si el medio que contiene a las proteinas de leche se ajusta a
pH de 9, la mayoria de las proteinas presentaran cargas negativas.

pH 3 10
>

kDa

116,25

45

31

14,4

Figura 12. Patrén bidimensional de las proteinas de leche.
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Con esta informacidon consideramos utilizar cromatografia de
intercambio idnico; en particular, para poder separar la mayor
cantidad de proteinas aplicamos cromatografia de intercambio
anionico, utilizando un gradiente continuo de NaCl y una columna

mono-Q de 8mL.
Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes.

e Columna Mono-Q: 8mL
e Buffer A: Bicarbonato de Amonio 50mM pH 9.0
e Buffer B: Bicarbonato de Amonio 50mM / NaCl 2M pH 9.0

La columna se equilibr6 con buffer A. Posteriormente, se
inyectaron 45 mg de proteinas de leche y después las proteinas se
separaron de la resina con el buffer B en un gradiente de

concentracion de sal, obteniendo el perfil de la Figura 14.

1000 4 F3 .
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Figura 13. Cromatograma del fraccionamiento de las proteinas de leche

U.A (Unidades arbitrarias de absorbancia).
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Se obtuvieron 9 fracciones, las cuales se concentraron en membranas
de diadlisis secando con Aquacide. Se determind concentracién de
proteina por BCA y se corrié un gel SDS-PAGE al 12% para observar

las proteinas que contenia cada fraccién.

A)
kDa  MPM F1 R F3 F4 PL
200
66.2
45
31
215
14,4
6,5
B)
kDa | MPM F5 F6 F7 F8 F9 PL

200

66.2

45

31

21,5

14,4

6,5

Figura 14. Distribucion de las proteinas obtenidas en el fraccionamiento.
(A)Marcador de peso molecular (MPM), fracciones 1-4 y proteinas de leche totales
(PL); (B) MPM, fracciones 5-9 y PL.
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7. ENSAYOS DE ELISA CON LAS FRACCIONES DE PROTEINAS
DE LECHE.

Con cada fraccién de leche obtenida se realiz6 un ensayo de
ELISA donde se utilizd el suero del paciente (PHps) y el suero del

sujeto Control.
Condiciones:

e Concentracion de las diferentes fracciones: 1upg/mL vy
0.5pg/mL

¢ Dilucién de sueros: 1:100

e Conjugado IgG: 1:5000

REACCION DE LOS SUEROS CON LAS DIFERENTES
FRACCIONES DE LECHE (0.5pg)

1.2
£
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NY e x5 6 A% 9 o
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@
¢

FRACCIONES DE LECHE

Grafica 4. Absorbancias obtenidas en la ELISA, se utilizaron los sueros del paciente
(PHps) vy el sujeto sano (Control) y las nueve fracciones obtenidas; ademas se
incluyeron las proteinas de leche totales (las fracciones y las proteinas de leche
totales fueron ajustadas a una concentracion de 0.5ug).

En las graficas obtenidas se observd que el suero del paciente
reacciond con las diferentes fracciones aunque con diferente

intensidad.
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8. WESTERN BLOT.

Otra estrategia que se llevd a cabo fue realizar Western Blot con
las fracciones 1, 2, 3 y 4 que se observan en la Figura 14(A). Los

Westernse revelaron por Quimioluminiscencia.

Se corri6 un gel SDS-PAGE con marcadores de peso y las
fracciones, las cuales se colocaron por duplicado. El gel se dividié en
dos partes las cuales se transfirieron a membranas de PVDF. Después
de la transferencia, una membrana se tifd con rojo de Ponceau vy la
otra se uso para el Western-blot. A la par se corrid6 otro gel con
marcadores de peso y las proteinas totales de leche, el gel se tifié con
Azul de Coomassie Coloidal, este sirvié para ubicar las proteinas que

se revelaran por Western-blot.

Las condiciones a las que se trabajo fueron las siguientes:

e MUESTRAS: Fracciones de leche (1, 2, 3y 4).

e SUERO C/ ANTICUERPOS PRIMARIOS: Suero de paciente con
sintomatologia, diluciéon: 1:75.

e ANTICUERPO SECUNDARIO: Anti-IgG-peroxidasa, dilucién:
1:2000.

En el Western-blot revelado por quimioluminiscencia se
detectaron 3 bandas: una en la fraccién 2 de un peso aproximado de
45 kDa; en las fracciones 3 y 4 se detectaron 2 bandas, la primera de

aproximadamente 31 kDa y la otra de 20 kDa.

Las proteinas detectadas en los Western estdn en proceso de
identificacién por espectrometria de masas.
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Figu

ra 15. Western-blot de las fracciones 1,2,3 y 4 de las proteinas de leche. Para

localizar

las proteinas que fueron

reveladas por

quimioluminiscencia,

una

membrana se tind con rojo de Ponceau a la cual se le transfirieron las mismas
proteinas que a la membrana para el Western. Ademas, se corrié un gel con
marcadores de peso y proteinas de leche totales (PL).
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VIII. DISCUSION.

ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

Después de obtener la concentracidon de proteinas de cada suero,
se realizaron los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) para
identificarqué tipo de mecanismo inmunoldgico esta involucrado en el
proceso patoldgico (intervencién de IgG o IgE). Los ensayos se
realizaron con diferentes parametros para establecer las
condiciones éptimas a las cuales se pueden trabajar. Lo anterior
debido a que en el futuro, las técnicas estandarizadas podrian usarse

para el diagndstico rapido y certero de esta patologia.

En la actualidad el diagndstico es realizado con una historia clinica
detallada y una exploracion fisica cuidadosa. Ademas, usualmente se
miden las reacciones de pruebas cutdneas, se analizan los titulos de
IgE especifica, en el suero de los pacientes. Sin embargo, hay
pacientes con HPLV que muestran datos clinicos agudos de alergia sin
niveles detectables de IgE especifica.Por lo que el estandar de oro
para el diagndstico continua siendo el reto de alimentos oral, doble
ciego placebo controlado.Donde los pacientes con HPLV mediada por
IgE muestran respuesta en un tiempo de entre 15 y 30 minutos; y
aquellos con HPLV mediada por otros mecanismos inmunoldgicos
muestran respuesta en tiempos mucho mayores (de horas a dias).
Este tipo de estudios traducen una probable reactividad clinica, sin
embargo, no proveen informacién pronostica ni distinguen entre los

diferentes fenotipos de la hipersensibilidad alimentaria.

En las ELISA realizadas para la identificacion de IgG como
anticuerpo involucrado en la respuesta a la hipersensibilidad a la
leche, se observd que las senales obtenidas en los pozos con el suero
del paciente con hipersensibilidad fueron mayores, en comparacion

con la sefial obtenida con el suero del sujeto control. Asi mismo, al
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ajustar los sueros a la misma concentracién y realizar el ensayo, se
observé que las absorbancias del sujeto control disminuyeron,
observandose una mayor diferencia entre la sefal del paciente y el

control.

Con los ensayos indirectos para la identificacion de
inmunoglobulina E, se observa que la reaccién de los sueros del
paciente y del control fueron similares ya que se observa una sefal
muy baja en ambos casos. Lo anterior nos indica la ausencia de la
intervencién de la inmunoglobulina E en el desarrollo de la
sintomatologia, ya que se observa una muy baja reaccidon entre las
IgE y las proteinas de la leche.

Con todo lo observado en los ensayos de ELISA, se descarta la
posibilidad de que la respuesta hipersensible en el paciente es
provocada por la inmunoglobulina E; en tanto que,se sospecha
fuertemente que la respuesta que prevalece es lacausada por la
inmunoglobulina G que se une a las epitopes presentes en las
proteinas nativas de la leche y que resultan muy alergénicas en el
paciente. Lo anterior nos indica que las inmunoglobulinas G del
paciente con hipersensibilidad reconoce regiones en las proteinas
que, si bien también lo hacen las IgG del control, las IgG del paciente
lo hacen en mayor proporcidon, debido posiblemente a la cantidad de
IgG que se encuentra en el suero, 0 a que reconocen mas epitopes de

las proteinas de leche.

Con los resultados obtenidos en las diferentes condiciones,
consideramos que para futuros estudios el intervalo de concentracion
de las proteinas de leche para ensayos de ELISA fluctia entre
0.312pg/mLy 2.5pg/mL; mientras que las diluciones de suero
sanguineo para identificacion de IgG pueden ser desde 1:50 hasta
1:200. En el caso del ensayo de identificacion de IgE, seria

conveniente probar la técnica con un paciente con HPLV causada por
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esta inmunoglobulina y evaluar si las condiciones utilizadas en

nuestro ensayo son las correctas.

TECNICAS DE TINCION COMPATIBLES CON ESPECTROMETRIA
DE MASAS.

Para identificar a las proteinas alergénicas, lo primero que se hizo
fue elegir una tincidon adecuada para llevar a cabo las técnicas de
espectrometria de masas. La tincibn debe cumplir con dos
caracteristicas principales; la primera, es que deben ser muy
sensibles para poder visualizar proteinas que se encuentren en
concentraciones de hasta centenas o decenas de nanogramo; la
segunda, que sean compatibles con espectrometria de masas para

poder llevar a cabo correctamente la identificacion de la proteina.

Para esto se eligieron dos técnicas de tincién: la de plata
modificada y la de Azul de Commassie coloidal. Al hacer una
comparacion entre el gel tefiido con plata y el gel teflido con Azul de
Coomassie Coloidal (Figura 8), mediante un estudio densitométrico
hecho con el programa PD-Quest, encontramos que la técnica de
tincién con Azul de Coomassie coloidal nos permite visualizar un
numero mayor de proteinas que las que pueden ser visualizadas con
la técnica de tincidn con plata; la cual presenta un fondo oscuro

donde se pierden varias proteinas.
INMUNOPRECIPITACION.

En los geles obtenidos de la inmunoprecipitacién no se logré
observar una diferencia contundente entre el patréon de proteinas que
se obtuvo en el paciente y en el control. En principio, después de
obtener los resultados de las ELISAS, se esperaba observar un patron
caracteristico en el gel obtenido con las IgG del paciente en
comparacion con el patron de proteinas del control. Asi, se permitiria
identificar con claridad una o varias proteinas que sélo se unieran a

las IgG que estan presentes en el suero del paciente. Sin embargo,
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aln con esto observamos una banda con un peso molecular estimado
electroforéticamente de 90 kDa, la cual se va incrementando
conforme se aumenta la concentracion de proteinas de leche en la
reaccion. A pesar de que las IgG del paciente y del control unieron a
esta proteina, en el gel del paciente dicha proteina se observa mas

abundante en los carriles 5 y 6 en comparacién con el gel del control.

El carril 7 no se puede comparar ya que desafortunadamente la
cantidad colocada en dicho carril del gel del control no fue la misma

que en el carril correspondiente del gel del paciente.

En la inmunoprecipitacion las IgG's reaccionaron con los
epitopes conformacionales que se encuentran en las proteinas nativas
del suero de leche; igual que lo hicieron en los ensayos de ELISA.
Hasta este punto podemos observar que las IgG tanto del paciente
como del control, reconocen los epitopes conformacionales, aunque
en diferente grado, provocando que en uno se exacerbe la respuesta

inmune y en el otro no.

Con estos resultados procedimos a hacer dos cosas: la primera,
identificar la proteina con espectrometria de masas en formato
MALDI-ToF; y la segunda buscar mdas opciones para identificar mas

proteinas antigénicas causantes de la hipersensibilidad en el paciente.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR FINGER-PRINT EN
MALDI-ToF.

La identificacién de la proteina se llevd a cabo con espectrometria
de masas en formato MALDI-ToF; esta técnica nos permite una
ionizacién suave para los péptidos que se lograron obtener con la

tripsinizacion.

Con este equipo, las bases de datos Uniprot y NCBI, y los

programas de analisis Protein Lynx y MASCOT, se identificaron dos
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proteinas: la lactoferrina con un 100% de probabilidad vy la

lactoperoxidasa con un 77.6% de probabilidad.

Con los datos obtenidos que se muestran en la tabla 6
observamos que ambas proteinas tienen pesos moleculares y puntos
isoeléctricos similares: lactoferrina 80.236 kDa, p.I 8.6, vy
lactoperoxidasa 78.006 kDa, p.I 8.2. Esto nos sugiere que ambas
proteinas estaban presentes en la banda que fue extraida del gel y
que las dos fueron reconocidas por las IgG's del suero del paciente.
Por lo que es muy posible que se traten de proteinas con epitopes

conformacionales que son alergénicas para este paciente.

FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE LECHE Y ENSAYOS
DE ELISA.

Con el afan de encontrar mas proteinas alergénicas que pudieran
presentarse en pequenas cantidades en la leche, procedimos a
separarlas con la finalidad de enriquecerlas. Utilizando Ia

cromatografia de intercambio anidnico se separaron 9 fracciones.

En los geles de la figura 15 se observa que la mayoria de las
fracciones (1-6 y 9) tienen un patron muy parecido en el que se
observan varias bandas de proteinas. Para el caso de las fracciones 7
y 8 se observa un patréon similar entre ambas, pero con mucho
menos bandas de proteinas. El parecido entre las diferentes
fracciones puede deberse a las distintas isoformas que las proteinas
de la leche contiene y que pueden observarse también en el gel 2-D

de la figura 13.

Al llevar a cabo los ensayos de ELISA, se utilizé el suero del paciente
y el suero del control observandose que las IgG tanto del paciente
como del control reaccionan con todas las fracciones. Se observa que
la reaccion del control es muy baja con respecto ala del paciente.
Ademas, la muestra del paciente reaccioné con diferente intensidad

para las distintas fracciones de leche. Esto podria indicar que las
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proteinas alergénicas se encuentran repartidas en todas las
fracciones; por ejemplo, las distintas isoformas de proteinas
alergénicas podrian generar este resultado. Otra posibilidad es que
algunas proteinas podrian compartir las regiones antigénicas que son
reconocidas por las IgG; ya que al analizar el patron de proteinas
observado en cada fraccion tenemos una distribucion diferente,
observandose mayor diferencia en las fracciones 7 y 8 comparadas

con las demas fracciones.
WESTERN-BLOT

Se planed realizar Western-blot con todas las fracciones de proteinas
de leche para tratar de identificar aquellas que son reconocidas por
las IgG; desgraciadamente, por la escasa cantidad de suero que se
tenia del paciente sélo se logré realizar los Western con las primeras

cuatro fracciones.

Al revelar la membrana por quimioluminiscencia, se detectaron 3
bandas de proteinas: una en la fraccion 2 de un peso estimado
electroforéticamentede 45 kDa, otra en la fraccién 3 con un peso de
32 kDa, la ultima se encontré6 en la fraccibn 4 con un peso
aproximado de 20 kDa. En este caso, los epitopes que reconocieron
las IgG fueron de tipo lineal, ya que las proteinas fueron
desnaturalizadas en la electroforesis SDS-PAGE. Esta circunstancia
probablemente provocé que los epitopes conformacionales
reconocidos anteriormente tanto en las ELISAS como en la
inmunoprecipitacién, se perdieran. Por tanto, es probable que tales

epitopes no puedieran reconocerse por las IgG del suero del paciente.

Estas proteinas actualmente estan en proceso de identificacién.
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IX. CONCLUSIONES.

v' El mecanismo por el que se desarrolla la respuesta exacerbada
de la respuesta inmune del paciente que se estudié en éste
trabajo ante la exposicién a proteinas de la leche, parece

mediarse por las inmunoglobulinas de tipo G.

v Dos de las proteinas alergénicas causantes de la respuesta
inmune que reaccionan con las IgG, fueron identificadas por
MALDI-ToF/fingerprint como lactoferrina y lactoperoxidasa, las

cuales presentarian epitopes de tipo conformacional.

v Las IgG se unen también a epitopes lineales de otras proteinas

de leche que estan en proceso de identificacion.
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PERSPECTIVAS.

Identificar las proteinas detectadas a través delWestern blot.

Con los avances que se han tenido en las técnicas realizadas en
este trabajo, se espera que en corto tiempoestén montadas
completamente y que en un futuro puedan aplicarse como
auxiliares para el diagndstico de la hipersensibilidad a las
proteinas de leche.

Elucidar el conjunto de proteinas en la leche que causan
hipersensibilidad en la poblaciéon infantii mexicana y que
podrian formar un “perfil” caracteristico en dicha poblacion.
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XII. APENDICE

G) PROTEOMICA

La protedmica es la ciencia que determina la expresiéon de las
proteinas que se producen en una célula, tejido u organismo en
condiciones determinadas, normales o fisiopatoldogicas, asi como la
identificacién precisa e inequivoca de aquellas proteinas de interés.
Ademdas se encarga de establecer las propiedades funcionales vy

estructurales de dichas proteinas.

Los objetivos de la protedmica son principalmente de dos clases:
estudiar los cambios globales de la expresidon de las proteinas
celulares y determinar la identidad y las funciones de todas las
proteinas de los proteomas de los organismos. El conjunto completo
de proteinas sintetizadas por una célula recibe el nombre de

proteoma. [242°]

Las potenciales aplicaciones de la investigacion protedémica son
cuantiosas y variadas, ademas de proporcionar oportunidades para
resolver problemas bioldgicos basicos. La tecnologia basada en la
protedmica tiene evidentes aplicaciones en la investigaciéon
biomédica. Entre las Ultimas investigaciones se encuentran las causas
y los diagndsticos de enfermedades genéticas e infecciosas vy las

enfocadas en la busqueda de nuevos farmacos.

La protedmica puede clasificarse en cinco grandes areas de

aplicacién centradas en:

¢ La identificacién masiva de proteinas.

e La microcaracterizacién de proteinas (analisis de modificaciones
postraduccionales).

e Andlisis de expresién diferencial (cuantificaciéon relativa vy

absoluta).
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e Analisis de las interacciones proteina-proteina.

e Bulsqueda, verificacidn y validacién de biomarcadores.!?®!

En la actualidad la investigacion de los proteomas se centra
principalmente en el desarrollo de métodos exactos y relativamente
rapidos para identificar y caracterizar a las proteinas, las principales

tecnologias en desarrollo son las siguientes:

e Tecnologia reproducible de electroforesis en geles 2-D.

e Tecnologia de tincién y analisis de los geles.

e Tecnologia para la identificacién de las proteinas, tal como la
espectrometria de masas.

e Tecnologias de manejo electréonico tales como bases de datos
(de genomas y de proteinas) y también algoritmos de

bUsqueda y de recuperacién de datos. [2* 25 26

1. HERRAMIENTAS DE LA PROTEOMICA.

a) ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL EN GEL (2-
D).

La expresion de las proteinas se analiza en la actualidad con geles
bidimensionales (2-D).En esta técnica primero se extraen las
proteinas de las células o de los tejidos vy luego se separan por

electroforesis en gel de poliacrilamida.

En la primera dimensién del gel, las proteinas se separan segun la
carga (dentro de un gradiente de pH). A continuacion el gel se gira en
otra dimension y se anade dodecil sulfato soédico (SDS) al

amortiguador.

Las proteinas se separan en la segunda dimensién por diferencias de
masa molecular. Normalmente pueden visualizarse millares de

proteinas, utilizando técnicas de tincidn muy sensibles (p.ej., tincion
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con plata o tincién con azul de Coomassie) y mediante Software
especializados se analizan las imagenes de los geles para determinar
la presencia, ausencia o intensidad de las diferentes proteinas
(Figura 16). [30, 31, 35]

Para la identificacidn experimental de las proteinas, se pueden
extraer las manchas del gel e hidrolizar la proteina para obtener
pequefios péptidos por digestidn enzimatica proteolica (p. ej., con
tripsina o quimiotripsina), que pueden analizarse por espectrometria

de masas.[**]

M.W.

Y

Figura 16. Patron bidimensional en gel.

b) ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA ANALISIS DE
PROTEINAS Y PEPTIDOS.

En afos recientes los bioquimicos abandonaron el método de
degradacidon de Edman para secuenciar proteinas. Ahora se utiliza con
mas frecuencia la espectrometria de masas (EM), una técnica
poderosa y sensible para separar e identificar moléculas y determinar
su masa aprovechando diferencias en sus relaciones entre masa y

caga (m/z).
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En un espectrdmetro de masas, por un campo magnético fluyen
moléculas ionizadas. La fuerza del campo magnético desvia los iones
dependiendo de las proporciones m/z; y el detector mide la deflexidon
de cada ion. Ademas de la identificacién de proteinas vy de la
determinacién de la masa, la EM también permite detectar cofactores

ligados y modificaciones en las proteinas.

Dado que el andlisis por EM implica la ionizacién y la vaporizacion
de las sustancias por investigar, el uso de macromoléculas
térmicamente inestables como proteinas y acidos nucleicos no fue
factible hasta que se desarrollaron métodos como la ionizacién por
electroaspersion y la ionizacidon/desabsorcién asistida por matriz
(MALDI).[29 30]

i. MALDI-ToF

MALDI-ToF es una técnica de ionizacidon suave utilizada en EM. Se
denomina MALDI por sus siglas en inglés “Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization” (desabsorcién/ ionizacion con laser asistida
por matriz) y ToF por el separador de iones que se acopla al MALDI y
cuyo nombre procede también de sus siglas en inglés “Time-of-

Flight” (tiempo de vuelo).

En MALD-ToF (figura 17), un pulso laser vaporiza los péptidos de
la proteina, la cual ha sido proteolizadaanteriormente, y que se
embebe en una matriz sélida. Una vez que la muestra se ha ionizado,
sus moléculas (ahora en la fase gaseosa) se separan conforme
atraviesan el tubo de vuelo debido a sus proporciones m/z
individuales, la razén m/z de los iones individuales son calculados

basandose en el tiempo en que atraviesan el tubo.
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Figura 17. Maldi-ToF modo Reflectron.

Los péptidos con alta masa tienen un tiempo de vuelo largo en el
tubo antes de alcanzar el detector al final de su recorrido a través del
tubo de vuelo. Dicho detector produce un pico para cada ion, con
esto se produce un patron de péptidos al que se le llama “huella
peptidica” de la proteina. Posteriormente, en un proceso asistido por
computadora, la informacién concerniente a la masa de cada ion se
compara con datos de iones de estructura conocida y se usa a fin de

determinar la identidad molecular de la muestra. [2°:36!
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B) TECNICAS INMUNOLOGICAS.

1.ELISA

El inmunoensayo enzimatico, conocido como ELISA (del inglés
Enzyme Linked Inmuno-Sorbent Assay), fue descrito en 1917 por
Engvall y Periman. En este sistema, el antigeno o el anticuerpo se
adsorben a una fase sélida (microplacas de poliestireno, o bien
membrana de nitrocelulosa) sobre la cual se llevan a cabo las
reacciones. Se utilizan anticuerpos conjugados a enzimas; los
primeros conservan su capacidad de unién especifica al antigeno,
mientras que las enzimas son capaces de catalizar una reaccion en la

cual el sustrato se transforma en un producto de color.

Existen variantes de ELISA: directo, indirecto, de captura vy
competitivo. Todos permiten la determinacién de antigenos en fluidos
bioldgicos, a excepcién del método indirecto con el que se detectan
anticuerpos. En los métodos directos, el anticuerpo dirigido
especificamente contra el antigeno es el que lleva unida la enzima.
En cambio, en los métodos indirectos el conjugado enzima-
anticuerpo reacciona con un primer anticuerpo, el cual ya reaccioné
con el antigeno. En los de captura de antigenos, el conjugado
enzima-anticuerpo reacciona con el antigeno que se ha unido antes a
un primer anticuerpo, adsorbido a la fase sélida. Se agrega el
sustrato de la enzima y se mide la intensidad del color desarrollado,
el cual es proporcional a la magnitud de la reacciéon antigeno-

anticuerpo.

Las enzimas mas utilizadas son la peroxidasa de rabano (HRP), la
fosfatasa alcalina (FA) y la B-galactosidasa (BG), debido a su

estabilidad y a la reproducibilidad de resultados.

Los sustratos para la enzima HPR son el perdéxido de hidrogeno o el

peroxido de urea, que al ser reducidos dan productos incoloros, por
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lo que se acompaian de cromdgenos que al oxidarse en la reaccion
enzimatica desarrollan color. De estos, la empleada con mas
frecuencia es la orto-fenilendiamina, que continua en forma soluble

después de oxidarse.

Los sustratos para la FA son el p-nitrofenil fosfato, que produce color
al ser degradado por la enzima a temperaturas mayores de 30°C; el
5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato, se puede emplear en los ELISAS en
tubo o en ELISA de punto (conocido como dot-ELISA), que se lleva a
cabo sobre una membrana de nitrocelulosa en la que aparecen

manchas (puntos).

El ELISA es muy versatil, por lo que tiene aplicaciones muy variadas
como diagndstico de enfermedades infecciosas, cuantificacion de

hormonas, haptenos y titulacién de anticuerpos, entre otras. [3%

2. WESTERN-BLOT

El Western blot o inmunoblot es una técnica analitica para detectar
proteinas especificas en una muestra determinada (una muestra
compleja de proteinas, como un extracto celular), es uno de los

métodos mas utiles con que se cuenta para el analisis antigénico.

Esta metodologia combina el poder resolutivo de la electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE), en presencia o0 ausencia de
detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS), con las
reacciones inmunoenzimaticas en fase sélida. En el primer paso, las
proteinas se separan atendiendo al criterio que se desee: peso
molecular, estructura, hidrofobicidad, etc..lo que permite su
identificacion. Posteriormente, son electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa, nylon o PVDF, en donde las proteinas se
unen a los grupos reactivos de éstas, quedando inmovilizadas y
expuestas en la superficie para reaccionar con los anticuerpos

correspondientes. El patréon que se obtiene sobre la membrana es
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una copia del patréon de separacion obtenido en el gel. A
continuacién, se bloquean los sitios reactivos de la membrana que
qguedan libres, con alguna proteina que no interfiera.Posteriormente,
se hace reaccionar con los anticuerpos problema, los cuales podran

unirse a sus antigenos correspondientes inmovilizados en el papel.

La siguiente reaccion que se efectla corresponde a la primera
interaccién antigeno-anticuerpo, que se pone de manifiesto al agregar
un segundo anticuerpo unido a una enzima como peroxidasa u otro
conjugado marcado. En el ensayo enzimatico se agrega el sustrato y

un cromdgeno que precipite in situ para hacer visible la reaccién.®?
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XIII.GLOSARIO.

Alérgeno: es una sustancia que puede inducir una reaccidon de
hipersensibilidad (alérgica) en personas susceptibles, que han estado

en contacto previamente con el alérgeno.

Anergia: es un estado de los linfocitos en el cual éstos, pese a estar
presentes, no son activos. Esta situacidon suele deberse a falta de
alguno de los factores de activaciéon esenciales y parece ser un
mecanismo de regulacidn basico en la biologia del sistema inmune

por ejemplo, en cuanto a la tolerancia frente a los antigenos propios.

Anticuerpo (inmunoglobulina): son glucoproteinas del tipo gamma
globulina. Pueden encontrarse de forma soluble en la sangre u otros
fluidos corporales de los vertebrados, disponiendo de una forma
idéntica que actia como receptor de los linfocitos B y son empleados
por el sistema inmunitario para identificar y neutralizar elementos
extrafnos tales como bacterias, virus o parasitos. El anticuerpo tipico
esta constituido por unidades estructurales basicas, cada una de ellas
con dos grandes cadenas pesadas y dos cadenas ligeras de menor

tamano.

Antigeno: La definicidn moderna abarca todas las sustancias que
pueden ser reconocidas por el sistema inmune adaptativo, bien sean
propias o ajenas.Los antigenos son usualmente proteinas o
polisacaridos. Esto incluye partes de bacterias (capsula, pared celular,

flagelos, fimbrias, y toxinas), de virus y otros microorganismos.

Atopia: para referirse al tipo de mecanismo inmunitario que
presentan las enfermedades atdpicas (correctamente, enfermedades
por atopia), las cuales constituyen un grupo de trastornos alérgicos

mediados por el efecto y acciéon de anticuerpos IgE sobre las células.
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Citocinas:son proteinas que regulan la funcién de las células que las
producen u otros tipos celulares. Son los agentes responsables de la
comunicacion intercelular, inducen la activacion de receptores
especificos de membrana, funciones de proliferacion y diferenciacién
celular, quimiotaxis, crecimiento y modulacion de la secrecién de
inmunoglobulinas. Son producidas fundamentalmente por Ilos
linfocitos y los macroéfagos activados, aunque también pueden ser
producidas por leucocitos polimorfonucleares (PMN), células
endoteliales, epiteliales y del tejido conjuntivo. Su accién

fundamental es en la regulacién del mecanismo de la inflamacién.

Especificidad en una prueba diagnéstica: es la probabilidad de
clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la capacidad de

test para detectar sanos.

Verdaderos(—)
Verdaderos(—) + falsos(+)

Especificidad =

Sensibilidad en una prueba diagnédstica: es la probabilidad de
clasificar correctamente a un individuo enfermo, es decir, la

capacidad del test para detectar la enfermedad.

Verdaderos(+)

Sensibilidad = Verdaderos(+) + falsos(-)

Sucedaneos: sustancia o elemento que puede reemplazar a otro

por tener propiedades similares.

Trombocitopenia: es cualquier situacion con un recuento
plaquetario inferior a 100.000/mm3, es decir, la disminucién de la
cantidad de plaquetas circulantes en el torrente sanguineo por debajo
de los niveles normales. En términos generales los valores normales
se ubican entre 150.000/mm3 y 450.000/mm3 (Plaquetas por cada

milimetro cubico).
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