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Resumen

La Alergia es una reaccion de hipersensibilidad tipo | del sistema inmunitario mediada por
anticuerpos IgE, hacia un antigeno normalmente inocuo. Esta respuesta causa una serie de
reacciones fisicas y quimicas, responsables de los sintomas de la alergia. Entre las
principales enfermedades causadas por alergia esta el asma, la rinitis y la dermatitis atopica.
La prevalencia de las enfermedades alérgicas a nivel mundial va en aumento y se estima
que el 20% de la poblacion mundial sufre alguna enfermedad alérgica, segin la
Organizacion Mundial de la Alergia. Las enfermedades alérgicas tienen repercusiones
economicas a nivel empresarial y familiar y debido a la alta prevalencia y a los gastos que

derivan de las enfermedades alérgicas estas se consideran un problema de salud publica.

En este trabajo se desarrollé una prueba de diagnostico llamada western blot, la cual se
baso en la deteccidn de anticuerpos IgE e IgG; con el suero de 100 pacientes alérgicos al
acaro de polvo casero, para determinar reactividad cruzada y/o el reconocimiento hacia

proteinas de escamas humanas, de perroy de gato.

Las bandas obtenidas muestran reactividad cruzada entre los pacientes alérgicos al acaro
de polvo casero con las proteinas de escamas humanas, de perro y de gato, observando un
mayor reconocimiento de bandas con las proteinas de gato hacia humano.

En conclusion se observo que los pacientes alérgicos al acaro de polvo casero presentan
auto-reactividad hacia proteinas de escamas humanas y reactividad cruzada hacia proteinas

de escamas de perro y de gato.



Introduccién:

HIPERSENSIBILIDAD.

Cuando un individuo es sensibilizado inmunitariamente, el contacto posterior con el
antigeno conduce a un refuerzo secundario de la respuesta inmunitaria. Sin embargo, la
reaccion puede ser excesiva y producir cambios tisulares importantes. Los mecanismos
subyacentes de estas respuestas inmunitarias inapropiadas que conducen al dafio tisular, son
denominadas: reacciones de hipersensibilidad, en este tipo de reacciones la definicién
clasica de la Inmunologia como aquella ciencia encargada del estudio de los mecanismos
de proteccion del individuo, deja afuera todas aquellas circunstancias donde la respuesta
inmunitaria es causa de dafio y no de proteccion ® 2 @) Dada la existencia de una gran
variedad de situaciones clinicas cuya patologia participa la respuesta inmunitaria , Gell y
Coombs , en 1963 , se dieron a la tarea de analizar aquellas patologias con algun
componente inmunolégico para clasificarlas de alguna manera con objeto de facilitar su

estudio. Dicha clasificacion se muestra en el Cuadro No. 1 @9

Cuadro No. 1 Clasificacion de hipersensibilidad propuesta por Gell y Coombs

[Tis™  JTirol [Tipoli [Tipotil [ Tipo IV _

Inmunoreactante IgE, linfocitos Th2 | IgG e IgM IgG e IgM Linfocitos T
Antigeno Ag soluble Ag asociado | Ag soluble Ag soluble
con células asociado y Ag
asociado con
células
Mecanismo efector Activacién de | Complemento, | Activacion de | Ag soluble
Células cebadas fagocitosis 'y | macréfagos asociado y Ag
células NK asociado con
células
Ejemplo Asma, rinitis y | Anemia Artritis Dermatitis de
dermatitis perniciosa reumatoide contacto




Este estudio esta enfocado a la hipersensibilidad tipo I, ya que es la involucrada en los

procesos alérgicos, siendo la alergia nuestro tema de intereés.

HIPERSENSIBILIDAD TIPO I 0 ALERGIA

Definicion de hipersensibilidad tipo I o alergia.

El termino alergia fue definido originalmente por Clemens Von Pirquet como “una
capacidad alterada del cuerpo para reaccionar frente a una sustancia extrafia,” definicion
extremadamente amplia que incluia todas las reacciones inmunoldgicas. La alergia se
define ahora como ‘“enfermedad que sigue a una respuesta del sistema inmunitario a un
antigeno normalmente inocuo”. El termino alergia, derivado de los términos griegos allos =
estado de alteracion y ergon = reactividad, se utilizd por primera vez para describir a los
pacientes con predisposicion hereditaria que presentaban reacciones secundarias al efecto
de factores externos sobre su sistema inmunitario . A esta predisposicién hereditaria 6
genética se le conoce como Atopia y es un término introducido por Coca y Cooke en 1923
para definir una serie de enfermedades “extrafias” por su naturaleza heredable. Actualmente
se define como la tendencia personal y/o familiar, generalmente en la nifiez 0 adolescencia,
a sensibilizarse y producir anticuerpos IgE en respuesta a antigenos comunes, a los que la
poblacion general no responde con niveles altos de IgE. Como consecuencia estas personas
pueden desarrollar sintomas tipicos de las principales enfermedades atopicas como son la

rinitis, asma y/o dermatitis®®"®2_ Dichas enfermedades se describen en el Cuadro No. 2



Cuadro No. 2 Enfermedades atépicas *®

Dermatitis

Rinitis

(o )

Sintomas Péapulas de prurigo, areas | Rinorrea, Sibilancias
de eczema, placas de | Comezdn, estornudos | Jadeo
liquenificacion y | y congestion. Opresion toracica
excoriaciones Disnea y tos
Mediadores IgE, IgE IgE
triptasa, triptasa, triptasa,
histamina histamina histamina
citocinas IL 5,4,13y 3, citocinas: IL 4,5,6,13 | citocinas: IL 4,5,13y 3
leucotrienos (LT),Jy3 leucotrienos (LT),
prostaglandinas PG D2 | leucotrienos (LT), | prostaglandinas PG D 2
factor activador de | prostaglandinas PGD2 | factor  activador de
plaquetas (PAF) | factor activador de | plaquetas (PAF)
bradicininas. plaquetas (PAF) | bradicininas.
Sobre-expresion de los | bradicininas.
receptores de alta afinidad
para IgE en células de
Langerhans y  ceélulas
dendriticas de piel.
Organo de | Piel Mucosa nasal Epitelio de las vias
choque respiratorias
Clasificacion *D.Atipo infantil Rinits Intermitente ¢ | Asma leve intermitente

*D.A. de la nifiez

*D.A del adulto

persistente.

y

Leve moderada o
severa

Asma leve persistente
Asma moderada

Asma severa

*Dermatitis atopica




Células cebadas IgE y el mecanismo en alergia.

Las células cebadas juegan un papel muy importante en las alergias, estas pueden
influenciar el desarrollo, la intensidad y la duracién en la respuesta inmunitaria adaptativa,
que contribuye en la defensa de huésped. En alergias, son conocidas como células
efectoras de la respuesta Th2 y es asociada con la inmunoglobulina E, ya que presentan
receptores en su superficie, de alta afinidad para IgE, ademas contienen granulos con gran
cantidad de histamina, una amina biégena derivada de la histidina, que juega un papel
relevante en diversas situaciones normales y patégenas como la contraccion del musculo
liso y la inflamacion. En 1877 Paul Erlich describe a los mastocitos Ilaméndolos células
cebadas al observar la gran cantidad de granulos en el citoplasma. La funcion mas
importante de las células cebadas es almacenar los mediadores quimicos de la respuesta
inflamatoria (Cuadro No. 3), que son liberados una vez que se desgranula. Las células
cebadas pueden producir dos tipos de respuesta inmunoldgica la cual es perjudicial y es
resultado del establecimiento y la exacerbacion de las enfermedades alérgicas como lo
comenta Hofman en un estudio realizado. > ¢3¢0 G3).

La fase inmediata consiste en liberar, mediante secrecion y en pocos minutos, las
sustancias almacenadas en los granulos. Esta reaccion se da al haber penetrado el alérgeno
y se manifiesta en fenGmenos como edema, rinitis alérgica asma y shock anafilactico.

La fase tardia implica la sintesis de novo de mediadores (Figura 1), como los leucotrienos

y las prostanglandinas de 2 a 4 horas del estimulo inicial, las funciones de dichos

mediadores se muestran en el Cuadro No. 4 *9G8,



Cuadro No. 3 Mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria.

Mediadores

Funcion

Histamina

Actla sobre los receptores de histamina 1
(H1) y de histamina 2 (H2), aumentado la
vasopermeabilidad y la vasodilatacion, se
aumenta la produccion de moco de las vias
aéreas, prurito, vasodilatacion cuténea y
secrecion de acido gastrico.

Tripsina

Su actividad se relaciona con el
complemento, directamente con las
fracciones C3 y C3a.

Proteoglicanos

Incluye la heparina y sulfato de condroitina,
esta ultima involucrada con la produccion
de triptasa

Factores quimiotacticos

En las fases tardias o crdnicas de las
reacciones alérgicas se aumenta el dafio
tisular por la actividad de estas células.

Figura 1. Sintesis de novo de mediadores.




Cuadro No. 4 Mediadores quimicos del acido

araquidonico y de la ciclooxigenasa

Metabolitos del acido araquidénico

Productos derivados de la ciclooxigenasa

Leucotrieno B4.

Involucrado en el proceso de activacion y
quimiotaxis de neutréfilos y el aumento de la
permeabilidad vascular.

Prostaglandina D2.

Actlla como bronco-constrictor, vasodilatador
periférico, vasoconstrictor arterial pulmonar y
coronario, inhibidor de la agregacion plaquetaria y
aumenta la liberacién de histamina de los
basofilos.

Leucotrieno C4 y D4.

Potentes  bronco-constrictores, aumentan la
permeabilidad vascular y producen la constriccion
arterial.

Prostaglandina F2.

Sus funciones son similares a la prostaglandina
D2, actta como bronco-constrictor, vasodilatador
periférico, vasoconstrictor coronario e inhibidor
de la agregacion plaquetaria.

Leucotrieno E4.

Aumenta la  respuesta la

permeabilidad vascular.

bronquial vy

Tromboxano A2.
Ocasiona vasoconstriccion y bronco-constriccion.

La inmunoglobulina E también es pieza fundamental en los fendmenos alérgicos, cuando

un alérgeno se une a las membranas de las células cebadas, se activa una via de

sefalizacion al interior de la célula que estimula la liberacién de histamina por el proceso

de desgranulacién ®. En el Cuadro No. 5 se muestras diversas caracteristicas de la

inmunoglobulina E.

Cuadro No 5. Caracteristicas de IgE

CARACTERISTICAS

Peso molecular 190 kDa
Contenido de carbohidratos 12%
Numero de dominios en cadena pesada 4

Concentracion en suero normal

< 450 ng/mL




Las reacciones alérgicas, resultan de la liberacion de mediadores preformados de los

granulos, lipidos derivados de membranas, citocinas y quimiocinas, que se producen
cuando un alérgeno interactda con la IgE que esté unida a las células cebadas por la cadena
alfa de los receptores de alta afinidad de la IgE (FcRI). Este receptor también se encuentra
en las células presentadoras de antigenos (APC), donde pueden facilitar la union de la IgE
dependiente de Ag y favorecer la presentacion de los alérgenos a las células T. Los
eosinodfilos también poseen FceRI-, pero en estas células se presentan de manera
intracelular, después de haber sido liberados por la desgranulacion de los eosinéfilos, esto
puede ayudar a regular los niveles de IgE locales. Los inductores mas importantes de la
produccién de IgE son las IL-4 e IL-13 sus funciones se muestran en el Cuadro No. 6

(15)(34)

Cuadro No. 6 Citocinas de la respuesta humoral y su funcién

Citocinas Funcién

IL-4 Estimula y mantiene la proliferacion de
linfocitos T CD4/Th2 y activa a los
linfocitos B para producir la sintesis de
IgE.

IL-5 Es un mediador quimico involucrado en
la maduracién, quimiotaxis y activacion
de los eosinofilos. Induce la liberacion de
histamina y leucotrienos. Activa a los
linfocitos B para producir la sintesis de

IgE.

IL-6 Promueve la produccion de moco. Activa
a los linfocitos B para producir la sintesis
de IgE.

IL-13 Mantiene la proliferacién de linfocitos T

CD4/ Th2




Una vez explicada la funcion de las células cebadas y de la inmunoglobulina IgE, el
mecanismo de hipersensibilidad tipo | se torna de la siguiente manera.

Los procesos alérgicos se encuentran mediados por anticuerpos de la clase IgE y el
mecanismo inicia por el contacto con un antigeno ambiental, éste es captado por las células
presentadoras de antigeno (APC) que son macréfagos especializados capaces de particular
a las proteinas antigénicas y unirlas a moléculas de superficie celular llamadas proteinas del
complejo principal de histo-compatibilidad de clase | y 11, también conocidas como MCH |
y Il para ser de esta forma reconocidas por otras células. Las APC presentaran dicho
antigeno a los Linfocito Thl y Th2 y debido a que los pacientes alérgicos tienen mayor
namero y/o funcionalidad de Th2; se produciran Interleucinas 4,5,13, que induciran una
respuesta de linfocitos B con produccion de IgE. La inmunoglobulina E producida se fija a
receptores de alta afinidad (FceRI) y baja afinidad para este anticuerpo presentes en
multiples células como las células cebadas. En este momento se dice que la célula cebada

se encuentra sensibilizada @ ©,

En un segundo contacto con el antigeno hay un puenteo de las IgE fijas a los receptores
celulares causando desgranulacion y por consiguiente liberacion de los granulos
preformados de la misma, estos granulos liberan sustancias capaces de inducir bronco
espasmo, vasodilatacion, fuga de liquidos con edema y la hipersecrecion de moco tanto en
el asma como en rinitis alérgicas @ ©. Estudios realizados en el laboratorio indican que la
liberacion de mediadores la promueven los procesos que reducen el monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc). Se ha observado que las sustancias adrenérgicas, en especial los
beta-adrenérgicos, mas selectivos, aumentan el monofosfato de adenosina ciclico

intracelular y con ello inhiben la liberacién de histamina. EI AMPc es catabolizado



normalmente por la fosfodiesterasa; si la fosfodiesterasa esta inhibida por un inhibidor de
esta, aumenta el monofosfato de adenosina ciclico intracelular y se libera menos histamina
y otros mediadores. El calcio y el magnesio son esenciales para la liberacion de histamina
por las células cebadas y basofilos sensibilizados en laboratorio . La interaccién entre
anticuerpos IgE y un alérgeno en la membrana de la célula cebada no parece capaz de
activar la secuencia del complemento por la via clasica: pero el complemento puede
activarse por la via alterna. En la mayoria de las situaciones se ha visto que los efectores
inmunitarios de la reaccién de hipersensibilidad tipo | son los anticuerpos IgE, pero debe
quedar claro que los mediadores inflamatorios son los responsables de los cambios

fisiopatologicos observados en el paciente ™ .El mecanismo se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de hipersensibilidad de tipo |



Alérgenos

Los antigenos que participa en la reaccion de hipersensibilidad | también son conocidos
como alérgenos, este término se refiere a esas sustancias que producen principalmente una
respuesta inmuno-alérgica, es decir los antigenos que causan las alergias se denominan
alérgenos.

Para reconocer a una particula como alergénica, se deben toman en cuenta diversos
factores tales como: tamafio, solubilidad, proporcién de separacién, cantidad, via de
entrada, dosis, frecuencia a la exposicion y caracteristicas moleculares, las cuales
contribuyen para determinar a un alérgeno desde el punto de vista clinico para la poblacion
en general, segun su via de entrada al organismo los alérgenos se clasifican en exdgenos y
en enddgenos (Figura 3) Y segun su origen se clasifican en polinico, fungico y animal

como se muestra en la Figura 4 Y.

exogenos

endogenos

Figura 3. Clasificacion de alérgenos segln su via entrada. Segun la via de entrada los
alérgenos se clasifican en exdgenos tales como inhalables, ingeribles, inyectables y
contactantes. También se clasifican en endégenos conocidos como auto-alérgenos.



polinico

fungico

animal

Figura 4. Clasificacién de alérgenos segln su origen. Segln su origen los alérgenos se
pueden clasificar como polinico, por ejemplo, los diversos pélenes de arboles, malezas y
pasto. En la clasificacion fungica estan las formas de reproduccion asexual de los hongos
y en los animales; la caspay la saliva.

Los alérgenos exdgenos son antigenos cuyo acceso al organismo es principalmente por las
vias respiratoria, digestiva, parenteral o por contacto con la piel o las mucosas.
En el caso de los alérgenos inhalables son los mas importantes en las alergias respiratorias,

estos a su vez los podemos subdividir en dos grupos como se muestra en la Figura 5. @

Alérgenos estacionales

Alérgenos perennes

Figura 5. Clasificacion de alérgenos inhalables. Los alérgenos estacionales se refieren a
la polinizacion las malezas o arboles segun la estacion del afio. Y los alérgenos perennes
son los que encontramos durante todo el afio por ejemplo: caspa de animales, polvo
casero entre otros.



Los siguientes alérgenos inhalables (Figura 6, 7 y 8.) producen rinitis y asma alérgica, y

son los que predominan en México.

1.- Pélenes

¢

«Taraxacum officinale

*Cynodon dactylon

4

Figura 6. Polenes causantes de alergia: estos pastos son los principales alérgenos en
alergias y se localizan en diversas regiones de la Republica Mexicana, siendo el mas
comun Cynodon dactylon también conocido como pata de gallo.



2-.Fangicos.

Los hongos microscopicos mas frecuentemente relacionados:

mucorales
.+ Rhizopus nigricans

* Aspergillus fumigatus

Figura 7. Hongos causantes de alergia: Estos hongos crecen en lugares tropicales
himedos y causan alergias respiratorias persistentes. Realmente no existe alergia a la

humedad, sino a diversos hongos que se reproducen asexualmente en estas condiciones
(1)



3-. Animales

* Periplaneta americana

» Dermatophagoides
farinae

Epitelios, saliva y caspa
de animales

Figura 8. Animales causantes de alergia. Los epitelios y caspa de animales son de los
principales alérgenos presentes en el polvo casero y causantes de diversas alergias en
México.

Las moléculas proteinicas en los granos de polen, en la superficie de diminutos &caros que
viven en el polvo casero y en la caspa de animales, son alérgenos comunes. Muchas
personas que son alérgicas a los gatos y a los perros son en realidad alérgicas a proteinas
en la saliva del animal. Ellos se sensibilizan con las proteinas salivales depositadas en el
pelaje cuando el animal se lame a si mismo. Una persona alérgica a la saliva de gato o de

perro puede reaccionar a unas cuantas moléculas del alérgeno en cuestién de minutos ©,



Alérgenos de perro, gato y acaro.

La sensibilizacion al gato es la causa mas comun de las enfermedades alérgicas en todo el
mundo. Los sintomas varian de leves a potencialmente agresivos, las cuales pueden llegar a
amenazar la vida del paciente EI principal alérgeno del gato es Fel d1 de 35 kDa, primero
se sugirié que el alérgeno era una proteina de la saliva, sin embargo estudios posteriores
mostraron que el sitio de sintesis de la proteina era la piel. La piel de los gatos contiene
concentraciones elevadas del alérgeno, pero cuando los gatos se acicalan la cantidad de

alérgeno disminuye ® © @),

Los dos principales alérgenos de perro, provienen de las escamas y el pelo: Can f1 es una
proteina con un peso molecular de 21 — 25 kDa y Can f 2 tiene un peso molecular de 27
kDa. Can f1 y Can f2, son lipocalinas y muestran un 58% y 23% de secuencia homdloga
con la proteina de la glandula de Von Ebner, mientras que Can f2 tiene una secuencia

similar a la proteina urinaria de raton ®.

En 1964 se confirmO que las diversas especies de Dermatophagoides son una fuente
principal, en el desarrollo de las alergias, sus principales alérgenos estan presentes en el
polvo casero y se clasifican en dos grupos. El primer grupo se constituye por Der pl1 y Der
f1 tienen un peso molecular de 24 kDa y se encuentran en las heces de los &caros; el
segundo grupo esta constituido por Der p2 y Der f2, con un peso molecular de 14 kDa y
también se encuentran en las heces de los &caros, para el diagnostico clinico estos dos

grupos son los mas relevantes en los padecimientos alérgicos “#2¢3).



Importancia del estudio de los alérgenos.

La importancia para el estudio de los alérgenos exdgenos, como alérgenos de perro, gato y
acaros, radica en la reactividad cruzada que presentan estos. La reactividad cruzada se ha
determinado por analogias estructurales: es decir, dos proteinas dan reactividad cruzada
solo cuando comparten estructuras primarias y terciarias y en general, poseen pliegues
proteinicos similares, como la reactividad cruzada presente entre los alérgenos de perro,
hacia alérgenos de gato, como lo muestra un estudio realizado por Gronlund y Col. en el
2010, sus resultados muestran que en la caspa de perro y de gato, existen antigenos de
reaccion cruzada como Fel d2 hacia Can f3 y otros mas los cuales no son descritos . Por
otro lado Reininger y Col. en el 2007, realizé un estudio, en el cual identificO una proteina
de 20 kDa en diferentes extractos de escamas de perro, que presentd reactividad cruzada
con el principal alérgeno de gato Fel d1, también observaron que mas del 20 % de los
pacientes alérgicos al gato y al perro, montan anticuerpos IgE directamente contra Fel d1,
esta explicacion lo muestra otro estudio en el que Brandt reporté que los anticuerpos IgE
especificos para escamas de perro son inhibidos por alérgenos epiteliales de gato. La
asociacion clinica entre alergias de perro y gato, se conoce tiempo atras, sin embargo se
siguen estudiando alérgenos de reactividad cruzada por las implicaciones para el

diagnostico y terapia mediada por IgE para pacientes alérgicos al perro. @@

El hallazgo de similitudes moleculares entre los alérgenos exdgenos y las proteinas
humanas y la consecuente demostracién de autoreactividad de IgE condujeron a trabajar en
una nueva linea de investigacion, enfocandose en los pacientes con dermatitis atopica que
presentan auto anticuerpos IgE contra una variedad de proteinas humanas. EIl hallazgo mas

relevante fue el descubrir auto alérgenos que reaccionaban con la IgE. En el 2000 Valenta



describe al primer auto-alérgeno, Hom sl expresado en la epidermis, en el pulmén y en la
via gastrointestinal. Su principal caracteristica es la similitud con el auto-antigeno SARTT-
1, responsable del cancer esofagico. Hom s2 es la cadena alfa del complejo asociado al
polipéptido “nascent” de humanos. Similar a las chaperoninas Hom s2 esté& involucrado en
la translocaciéon de proteinas intracelulares y puede actuar como co-activador
transcripcional.  Hom s2 es una proteina termoestable que induce la respuesta linfo-
proliferativa en la sangre con células mono-nucleadas en pacientes con dermatitis. Hom s3,
nombrado también BCL7B es un oncogen y Hom s4 es una proteina que contiene dominios
de union a calcio en su secuencia. Finalmente Hom s5 es una forma de la parte central de la
queratina de humanos tipo Il. Todos estos auto-alérgenos representan proteinas
intracelulares que son expresadas en una variedad de tejidos y células con una importante

funcion fisioldgica y biolégica ® ©).

Algunos auto-alérgenos como Hom s1 y Hom s3 fueron hallados en complejos IgE-auto-
alérgenos en el suero de pacientes con dermatitis atopica y dicha circulacion de los
complejos anticuerpo-auto-alérgeno propicia blancos para los 6rganos involucrados en la
atopia uniendo a los receptores Fce para inducir el cuadro de atopia e inducir las reacciones
alérgicas. Los pacientes con dermatitis atopica con auto-anticuerpos IgE tienden a padecer
manifestaciones cutaneas mas severas que aquellos que no se detectan los auto-anticuerpos
y la autoreactividad de IgE aumenta con los sintomas en la piel donde se agrava la

respuesta con el contacto a los aero-alérgenos. ®©

En otros estudios realizados por Sawai se ha revelado que los extractos de escamas
humanas, separados en cuatro fracciones de acuerdo a sus pesos moleculares, presentaban

una reaccién positiva en pacientes alérgicos, en especial en los pacientes con dermatitis, a



dos proteinas de peso molecular de 10 y 13 kDa, esto revela la probabilidad de que la

escama humana sea un auto alérgeno y que haya mas auto-alérgenos que permitan el

desarrollo de la auto-hipersensibilidad 2.



Epidemiologia de las enfermedades alérgicas.

La prevalencia de la facilidad para producir anticuerpos especificos IgE es variable en todo
el mundo, habiéndose publicado cifras que oscilan entre el 10 % y el 45 %, dependiendo de
la raza, edad, sexo, factores ambientales y criterios, por lo que es dificil establecer
comparaciones seguras 7).

Un estudio realizado en el 2009 nos muestra que la prevalencia de enfermedades alérgicas
en la ciudad de México fue de 42.6%, principalmente la rinitis alérgica; los nifios fueron el
grupo mas afectado. La mayor prevalencia se encontré en la delegacion Tlahuac. La
coexistencia de enfermedades alérgicas se encontro en 19.9%. el 44.2% de los pacientes
recibié atencion del médico general, 20.4% gasto entre 10 y 20% de sus ingresos en
medicamentos y 26% no tuvo dinero para comprar medicamentos. El ausentismo anual en
el trabajo y la escuela fue de 3.37 £ 3.86 y 6.2 £+ 12.84 dias, respectivamente. Y se lleg6 a la
conclusion que la rinitis alérgica fue el padecimiento mas frecuente, al igual que se ha
reportado en otros paises. La poblacion pediatrica fue la mas afectada. Los médicos
generales son los profesionales de salud que atienden a la mayoria de los pacientes ®".
Dado que la morbilidad y ausentismo laboral y escolar por enfermedades alérgicas, tienen
repercusiones econdmicas a nivel empresarial y familiar y debido a la alta prevalencia y a
los gastos que derivan de las enfermedades alérgicas, éstas deben considerarse un problema
de salud publica en la Ciudad de México *® @7,

Actualmente las afecciones alérgicas han aumentado notoriamente en paises desarrollados
en donde del 8 a un 10% de los nifios sufren asma y hasta un 25% de la poblacion sufren
rinitis, dermatitis atépica o asma. Es posible que una menor frecuencia de cierto tipo de

infecciones en la infancia permita que la respuesta inmunoldgica sea programada desde



muy temprano hacia el tipo Th2, que predispone a las afecciones alérgicas como parte de
un nuevo sindrome llamado “desequilibrio de citocinas” )

A continuacion en el Cuadro No. 7 Se muestra la frecuencia de enfermedades alérgicas

hasta el afio 2010. Se presenta de un 20 a 33 % de la poblacién en general ",

Cuadro No. 7 Frecuencia de enfermedades alérgicas en México

Edad Porcentaje
De 3 meses a 14 afos 56.4%
De 15 a 30 afios 35.5%
De 31 a 45 afios 6.6%

Mayores de 45 afios 1.5%




Diagnostico de las enfermedades alérgicas.

La historia clinica es la base y el cuidadoso interrogatorio que ponga en evidencia los
factores genéticos y desencadenantes suelen ser suficientes para establecer un diagndstico
preciso, Una vez que el médico ha llevado a cabo la historia clinica orientada, y esta seguro
de que su paciente puede ser alérgico, entonces enviara al paciente para practicarle estudios
generales, de gabinete y en caso de duda o necesidad de comprobacion, se puede acudir a

métodos In vivo e In vitro como se muestra en la Figura 9. @2,
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Figura 9. Estudios para el Diagnoéstico de la alergia.



Las pruebas In vivo incluyen pruebas cutaneas como: prueba por escarificacion o scratch,

puncion o prick, intradermorreaccion.

Por lo general, su empleo es suficiente para la evaluacion de un paciente con un problema
alérgico, y permite determinar cudl es el posible alérgeno responsable del
desencadenamiento de las manifestaciones alérgicas. Por medio de excoriacion en la piel,

se aplican extractos preparados a base de los alérgenos que se van a estudiar?

Cuando se realiza una prueba cutanea, las reacciones son mayores en el tronco, mayores,
cerca de la fosa cubital que cerca de la mufieca y mayores en el lado ulnar que en el lado
radial de los antebrazos. La edad también influye en la reaccion, y los nifios menores de 2
afios tienen unas reacciones menores que los nifios mayores y adultos“?. Existen algunas
pruebas de que los sujetos atdpicos tienden a presentar mayor numero de reacciones

positivas a medida que envejecen ®2.

Es importante suspender la administracion de antihistaminicos como minimo de 24-48
horas antes de las pruebas cutaneas, para evitar falsos negativos, que por otra parte pueden
producirse. Asi los antihistaminicos pueden disminuir la reaccion, se ha sugerido que los
blogueantes beta-adrenérgicos, como el propanolol, pueden disminuir significativamente la

reactividad cutanea ®?.

El American Comitee on Standardization recomend0 imitar estas reacciones con histamina
como testigo positivo siempre que se realicen pruebas cutaneas. Otro asunto es que este
tipo de reaccion indique siempre una respuesta IgE. Parish y Col en (1970) observo que
ciertos anticuerpos 1gG pueden inducir una sensibilizacion durante un periodo breve de

tiempo en las células cebadas y, por lo tanto, pueden introducir unas reacciones inmediatas



a las pruebas cutdneas. El uso principal de las pruebas cutaneas es para confirmar una
alergia a los alérgenos inhalantes mas habitual, en especial los p6lenes de las gramineas, los

4caros de polvo y los animales domésticos, de granja o de laboratorio 2“3,
Interpretacion

En la prueba positiva aparece una reaccion de eritema y papula en 10 a 20 minutos. Y
aquellos que den igual que el control positivo (de 3-7 mm de Roncha + 20 a 30 mm de

Eritema) se les asignara (+++), de 9 — 14 mm, roncha (++++), + 15mm; +++++,

La prueba se puede hacer simultdneamente para varios alérgenos, inoculandolos en lugares

diferentes del antebrazo o de la espalda .

En el caso de las pruebas In vitro no presentan riesgo inherente y suele implicar la
demostracion de IgE especifica. La deteccion de IgE especifica es menos sensible y
especifica que en la prueba cutanea. Las pruebas para cuantificar IgE-alérgeno-especifica
no dependen de la ingesta de antihistaminicos y no son dolorosas puesto que sélo se realiza
una toma de 8 ml de sangre total. La muestra sanguinea debe ser tomada después de un
ayuno de 12 horas para evitar presencia de grasas, no debe estar hemolisada ni ictérica. El
suero es inmediatamente separado y congelado a —75°C, hasta la realizacion de la prueba.
La IgE-alérgeno especifica libre puede cuantificarse mediante inmunoensayo—enzimatico

(ELISA), radioinmunoanalisis (RAST) o quimioluminiscencia (MAST) ®%.

El principio de la prueba MAST es muy simple y se fundamenta en que los anticuerpos
IgE-alérgeno-especificos se unen a su alérgeno (previamente acoplados a hilos de
hemicelulosa). Este proceso ocurre de 18-20 horas. Después de 3 lavados con solucion

amortiguadora, se incorporan los anticuerpos IgG anti-lgE marcados con luminol (La



region Fab de las 1gG anti-IgE se unen a la region Fc de las IgE). Esta reaccion se lleva a
cabo en 4 horas. Después de 3 lavados con solucién amortiguadora, finalmente se le agrega

el reactivo final, se deja actuar durante 30 minutos, y se lee en el quimioluminémetro ©¥.

El reporte final de la concentracién de la IgE-alérgeno-especifica se realiza por clases como

se muestra en el cuadro No. 8:

Cuadro No. 8 Valores de referencia.

LU (unidades de luminiscencia) | Clase Interpretacion
Mas de 242 4 Muy alto
143-242 3 Alto

66-142 2 Moderado
27-65 1 Bajo

12-26 1/0 Muy bajo
0-11 0 No detectable

Interpretacion

Las clases 1 y 2, con pruebas cutdneas negativas, con sintomatologia leve, pueden estar
indicando sensibilidad previa o que la mayor parte de IgE especifica se encuentra unida a
sus células cebadas. Las clases 3 y 4, tienen valor clinico predictivo de enfermedades
alérgicas. En estos pacientes generalmente la IgE total es alta, y puede ser que sus sintomas

sean muy Severos (con pruebas cutaneas muy positivas)®®.

Siempre se tendra que correlacionar los resultados de las pruebas cutaneas con los valores
obtenidos de la IgE total y de la IgE-alérgeno especifica en suero. Tomandose varios

criterios selectivos y siendo determinante para un diagnéstico certero, la historia clinica®?.




Profilaxis y Tratamiento de las enfermedades alérgicas

La aspiracion del medio como método de aseo, en lugar del barrido, es indispensable en el
caso del asmatico. Este cambio puede ser suficiente para mejorar apreciablemente el
problema de un paciente. El limpiar muebles, cortinas y muros con trapo himedo o
aspiradora y no con un sacudidor, son medidas simples que pueden bajar suficientemente la
concentracion de un alérgeno. Evitar el empleo de tapices, carpetas, colchones o almohadas
de materiales como la paja, la lana o cualquier otro material organico que pueda ser de por
si alergénico, o facilite la colonizacion de &caros, es un medida que da buenos resultados en
el manejo de determinados pacientes. Es indispensable la exclusion de animales
domesticos, cuando se ha establecido alguna sensibilizacion a ellos. Igualmente, la
exclusion de flores o plantas contra las cuales se haya logrado establecer sensibilizacion en

el paciente, puede solucionar un problema alérgico *.

Para el control del proceso inflamatorio, se debe tener en cuenta la prevencion de la sintesis
de mediadores con el empleo de esteroides puesto que se ha demostrado su utilidad en el
control del proceso inflamatorio, este se puede emplear por via parenteral u oral y en el

asma por inhalacion ®°.

También se debe evitar la liberacion de mediadores. La accion de la histamina se inicia en
segundos Y tiene una duracion corta, de 10 a 15 minutos. Su efecto se ejerce a través de
receptores especiales de membrana en las células blanco. Los receptores para la histamina
son de tres tipos: lo H1, H2 y H3. Los primeros pueden ser bloqueados por los
antihistaminicos conocidos farmacoldgicamente, mientras que los H2, presentes

especialmente en la mucosa gastrica, son antagonizados por la cimetidina. Los H3, regulan



la produccion de la histamina. Los antihistaminicos actian sobre los receptores H1. Los de
primera generacién como la clorfeniramina y similares, dan mucha somnolencia mientras
que los de la segunda generacién como el astemisol, loratadina, terfenadina, cetirizina,
azelastina, fexofenadina y mequitazina no tienen efecto sedante porque no traspasa la
barrera hematoencefalica y su accién es prolongada. Cuando no es suficiente el control

ambiental y el tratamiento farmacolégico, se debe recurrir a la inmunoterapia ** @2,

La inmunoterapia de la alergia se basa en la administracion de dosis crecientes de un
alérgeno durante meses o afios, con el objetivo de que el paciente desarrolle tolerancia. La
inmunoterapia se utilizd por primera vez para el tratamiento de la fiebre del heno en 1911,
en Inglaterra y aun se sigue utilizando casi con exclusividad para el tratamiento de la
alergia mediada por IgE. El mecanismo preciso de la inmunoterapia de desconoce, pero en
el curso de la administracion del alérgeno se han observado diversas alteraciones de la
inmunidad humoral y celular de los pacientes tratados, es decir se producen cambios
inmunoldgicos a distintos niveles. Estos cambios pueden agruparse en modificaciones de
la respuesta inmunitaria como la inmunomodulacion y disminucion de la reactividad del

6rgano de choque 2 @),
Durante la inmunoterapia se han descrito las siguientes modificaciones

1-. Con la administracién de inmunoterapia se produce un aumento inicial de la IgE
especifica, seguida de la pérdida del aumento de IgE durante la exposicion al alérgeno y
finalmente un lento descenso de la concentracion de IgE. Estos cambios en la IgE

especifica no se correlacionan con la eficacia clinica .



2-. La inmunoterapia produce un aumento de los niveles de anticuerpos 1gG especificos,

primero IgG1 y luego 1gG4 @,

3-. Se producen modificaciones en el patrén de linfocinas secretadas por los linfocitos T

alérgeno-especificos, disminuyendo la produccion de IL-4 e IL-5 respecto a la de IFN-g.

4-. Con el tiempo se produce una situacion de ausencia de repuesta al alérgeno por parte de
los LT, disminuyendo la respuesta proliferativa y la produccion de citocinas, salvo la I1L-10,

tras la exposicion al mismo .

5-. La inmunoterapia disminuye ligeramente la respuesta alérgica inmediata al alérgeno

pero inhibe intensamente la respuesta tardia hasta abolirla @®.

6-. El 6rgano de choque, disminuye la produccion de mediadores y el reclutamiento de
células efectoras (linfocitos T y eosinofilos) tras la provocacion con alérgeno. También

disminuye el nimero de células cebadas .

Inmunomodulacién

La inmunomodulacion es el cambio producido por la inmunoterapia en la respuesta
inmunitaria al alérgeno. La inmunomodulacion puede producirse a distintos niveles y por

distinto mecanismos ®®:
Inmunomodulacion por anticuerpos:

Pueden ser debidas a un mecanismo de antagonismo con la IgE de tipo competitivo o no

competitivo 9.



Antagonismo competitivo

Este mecanismo de actuacion es el mas probable, ya que la mejoria clinica se correlaciona
bien con el nivel de anticuerpos bloqueantes IgG que, como lo sugiere su nombre, podrian
fijarse al alérgeno y evitar su interaccion con la IgE asociada con células cebadas, sin

embargo, la 1gG puede reaccionar con epitopos del alérgeno distinto a los de la IgE ®®
Antagonismo no competitivo

La 1gG podria formar inmunocomplejos con el alérgeno y alterar la capacidad de este para
producir la agregacion de IgE a receptores de membrana de células cebadas y basofilos,
también podria alterarse el procesamiento del antigeno por las APC y la presentacion a los

linfocitos T con las sefiales co-estimuladoras adecuadas, lo que llevaria a la anergia®®
Cambio de perfil

El cambio en el patron de citocinas secretadas en respuesta al alérgeno se relaciona con un
cambio de los linfocitos T alérgeno-especificos desde el fenotipo Th2 al fenotipo Thl. Este
cambio se atribuye a que las grandes cantidades de antigeno introducidas con la

inmunoterapia producen dos fenémenos 8

1-. Un cambio en las APC que presentan al antigeno que , en lugar de LB y las células
dendriticas DC2, seran macrofagos y células dendriticas DC1. Estas células producen

grandes cantidades de 1L-12 que favorecen la diferenciacién de Th1 9.

2-. Se produce una gran intensidad de sefial a través del TCR de los linfocitos T, lo que

también induce la diferenciacion de Th1 @9,

La inmunodesviacion se produce y consolida lentamente a lo largo del tratamiento *®



Reacciones adversas

La inmunoterapia puede producir una serie de reacciones adversas, su clasificacion se

muestra en la Figura 10:

(I

Figura 10. Reacciones adversas en la inmunoterapia. Las reacciones adversas en la
inmunoterapia se pueden clasificar como locales sistémicas y otras.

Dentro de las locales encontramos que son las mas frecuentes, produciendo eritema,
tumefaccion y prurito locales en la zona de inyeccion. Las sistemicas son aquellas que

aparecen a distancia del punto de la inyeccidn por ejemplo lagrimeo, estornudos entre otras.

Y finalmente se pueden presentar sintomas inespecificos es decir no estdn mediados por

IgE, entre estos se han descrito cefaleas, malestar, artralgias.

Es importante mencionar que el éxito obtenido a menudo no es completo, pero algunos
pacientes logran estar libres de sintomas durante periodos prolongados. En otros casos se
logra reducir los sintomas lo suficiente para permitir un tratamiento solo sintomatico,

aunque en algunos casos debe reinstaurarse la inmunoterapia “®.



JUSTIFICACION

La prevalencia de las enfermedades alérgicas a nivel mundial va en aumento,
considerandose un problema de salud publica, actualmente se ha observado que el éxito
obtenido en la inmunoterapia no es el esperado, ya que en algunos pacientes, no les resulta
efectiva; lo que los lleva a prolongar el tratamiento por afios o inclusive llegar a
suspenderlo , esto se puede deber a la reactividad cruzada presente entre diversos alérgenos
exdgenos y endogenos, lo cual complica tanto el diagnostico como el tratamiento en las
alergias, dado esto, es necesario el estudio de dichos alérgenos, para poder tener un
diagnostico certero e identificar aquellos alérgenos que no son efectivos o funcionales y
aquellos que se han descrito en los ultimos afios Yy no han sido incorporados a la
inmunoterapia como en el caso de los alergenos enddgenos, que pueden llegar a ser

efectivos para esta.



OBJETIVO GENERAL.

Determinar la frecuencia con que los pacientes alérgicos al acaro del polvo presentan
respuesta de anticuerpos IgG o IgE contra los alérgenos contenidos en las escamas de
humanos, gatos y perros y si existe reactividad cruzada entre ellos, por medio de la técnica de

inmunoelectrotransferencia.

OBJETIVOS PARTICULARES.

% Realizar geles en gradiente y el corrimiento electroforético de los extractos de
escamas humanas, de perro y de gato.

% Realizar la transferencia de las proteinas de escamas humanas, de perro y de gato a
una membrana de nitrocelulosa

%+ Obtencién y procesamiento de muestra sanguinea a 100 pacientes alérgicos al acaro
de polvo casero

%+ Deteccion de anticuerpos IgE e IgG; contra los extractos de escamas humanas, de
perro y de gato, con los sueros de los pacientes alérgicos al acaro de polvo casero;
mediante la técnica de inmunodeteccion,

s Determinar la frecuencia de las proteinas que pueden dar reactividad cruzada, tanto

en las escamas de humano, de perro y de gato.



HIPOTESIS.

Los anticuerpos especificos contra Dermatophagoides de los pacientes alérgicos, presentan
reconocimiento hacia los extractos de escamas humanas y ademas reconocen las escamas de
perro y de gato.

HIPOTESIS NULA.

Los anticuerpos especificos contra Dermatophagoides de los pacientes alérgicos, no
presentan reconocimiento hacia los extractos de escamas humanas y no reconocen las

escamas de perro y de gato.

CRITERIOS DE_INCLUSION

%+ Una poblacion de 100 pacientes con historia clinica comprobada de alergia contra
D. pteronysinus y/o D. farinae.
%+ Pacientes con pruebas cutaneas positiva (+ + + o roncha mayor a 5 mm) y o IgE

especifica positiva en clase 111 o 1V contra los antigenos referidos.

CRITERIOS DE EXCLUSION

% Pacientes que han recibido tratamiento farmacologico a base de corticoesteroides

sistémicos recientemente por al menos 1 mes.

e

*

Pacientes que presenten enfermedades que afecten la respuesta inmunolégica tal

como inmunodeficiencias, tratamiento inmunosupresor o neoplasias.



MATERIALES Y METODOS

Pruebas cutaneas y toma de muestra

Se realizaron pruebas cutaneas a pacientes del Hospital Juarez de México, de todas las
edades y ambos sexos, con sospecha de alergia, cada paciente tuvo su consulta previa con
los médicos alergdlogos, los cuales mandaron la orden para realizar dicho estudio. Una vez
que el paciente ingreso al consultorio para realizar la prueba, se le dieron las indicaciones
necesarias; tales como descubrirse la espalda y colocarse una bata que la enfermera le
proporcionaba, posteriormente se le dio la indicacion de acostarse boca abajo sobre una
cama que se tiene en el consultorio, una vez que el paciente tom¢é esta posicion, se le
realizd una asepsia; con torundas y alcohol en la espalda, con la finalidad de eliminar todo
lo que pudiera interferir en la prueba , posteriormente se dibujo sobre la espalda con un
marcador de tinta indeleble, 52 puntos los cuales sirvieron de guia para identificar cada
alérgeno, en seguida del punto se realizé una escarificacion con una aguja de jeringa de
insulina con el mayor cuidado para no lastimar al paciente, sobre la escarificacion se agrego
un alérgeno comercial marca Allerstand, S.A DE C.V. el cual es un extracto alergénico
glicerinado 1:20 p/v, y se dejo sobre la espalda de 10 a 15 min, transcurrido este tiempo se
interpret6 y se reportaron los resultados obtenidos de la prueba. Finalmente se retiraron los

alérgenos con toallas de papel y torundas.

Los pacientes con pruebas cutaneas positivas a Dermatophagoides ya sea D. farinae o D.
pteronyssinus, se les tomo6 una muestra sanguinea con sistema vacutainer y se llené un tubo

con tapén amarillo de 5 mL, posteriormente se centrifugdé a 10,000 rpm x 15 min, en una



centrifuga clinica, para la obtencion del suero, el cual se colocé en viales Eppendorf de 0.5

mL y se congel6 a -17 °C. Dicho procedimiento se muestra en el Diagrama de flujo 1.

Diagrama de flujo 1. Procedimiento de Pruebas cutaneas y toma de muestra.
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Electroforesis

En este estudio se realiz6 electroforesis mediante un sistema discontinuo, acoplado a geles
en gradiente, la separacion electroforética de proteinas suele efectuarse en geles de
poliacrilamida y para la formacion de nuestra matriz de poliacrilamida fue necesaria la
preparacion de dos tipos de geles, separador y concentrador. La separacion ocurre en el gel
separador, encima de este gel se sitGa el gel concentrador, generalmente de una menor
altura, en el que la muestra se concentra en una zona muy estrecha; lo que determina la
separacion en bandas finas en el gel separador y alto poder de resolucién @Y.

El gel separador se realizd con la técnica en gradiente; ya que el uso de geles de
poliacrilamida que tienen un gradiente creciente de concentracion de acrilamida + bis-
acrilamida, y en consecuencia un gradiente decreciente en el tamafio del poro, pueden tener
ventajas sobre los geles de concentraciones uniformes de acrilamida. En un gel en gradiente
la proteina migra hasta alcanzar una zona donde el tamafio de poro impida cualquier
avance. Una vez que se alcanza el limite del poro no se produce una migracion apreciable
aungue no se detiene completamente. Una de las ventajas de este tipo de geles es que se
obtiene una mejor resolucion de las bandas pues las concentra en regiones mas estrechas,
ademas de aumentar el rango de pesos moleculares que se pueden resolver en un mismo
gel comparado con los de una concentracion fija; por dichas razones se decidi6 utilizar el
gel separador en gradiente .

Al realizar el gel en gradiente, se utilizaron 2 concentraciones diferentes, una fue al 15%
y otra al 5% , con la finalidad de que el gel, tuviera concentraciones del 15% al 5% ; el gel
al 15% se preparé de la siguiente forma; se agregaron 0.84 mL de agua desionizada, 1.75

mL de acrilamida al 30% , 1.53 mL de Tris 8.8, 0.035 mL de SDS, 0.035 mL , una vez



preparados estos reactivos se agregaron en un contenedor del equipo para formar gradiente,
mostrado en la Figura 11. Posteriormente el gel al 5% se prepar6 de la siguiente forma; se
agregaron 2.25 mL de agua desionizada, 0.83 mL de acrilamida al 30%, 1.53 mL de Tris
8.8, 1.08 mL de SDS, 0.04 mL vy al igual que el gel al 15% se agregd en otro contenedor
del equipo para formar gradiente. Una vez que dichos reactivos se agregaron en los
diferentes contenedores, se agregd 0.035 mL de APS y en seguida 0.00014 mL de TEMED
al contender con el gel al 15% vy para el gel al 5% se le agregé 0.04 mL de APS 'y 0.003
mL de TEMED, e inmediatamente, se abrid la llave reguladora (hasta una marca que nos
aseguro que la velocidad con la que se formé el gradiente fue siempre la misma), que
contenia el gel al 15%, se dejo correr 1.5 mL hasta la salida del equipo, el cual estaba
conectado a las dos hojas de los cristales, iniciando asi con el moldeado del gel, en seguida
se abrio la llave reguladora del contendedor con el gel al 5% (de igual forma hasta la
marca) y se dejo correr 1.5 mL del reactivo, con la finalidad de que, el restante del gel al
15% se mezclara con el gel al 5% que iba corriendo, hasta que se agotara la mezcla de los
geles al 15% vy al 5% . Finalmente se dejo correr lo restante (1.5 mL) del gel al 5% de tal
forma que el gradiente que se formd tuvo una concentracion del 5% hasta el 15%. A
continuacion se muestra una imagen, en la cual se observa la formacion de gradiente, para
la visualizacion del gradiente se utilizaron dos colorantes, llamados lugol y azul de

coomasie (Figura 12)
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Ya moldeado el gel separador en las dos hojas de cristales, se preparé el gel concentrador
al 5% utilizando 2.1 mL de agua desionizada, 0.5 mL de acrilamida al 30, 0.38 mL de
Tris 8.8, 0.03 mL de SDS, 0.03 mL de APS y 0.003 mL de TEMED. Esta preparacion se
agreg6 en la parte superior del gel separador ya moldeado en las dos hojas de cristales e
inmediatamente se coloco un peine ciego, el cual se retird, una vez gelificado se agregaron

los antigenos de perro, gato 6 humano Figura 13.

o — Figura 13. Llenado de carriles

Los antigenos utilizados en este trabajo fueron obtenidos por Q.F.B Miguel A. Romero Roa
@4y se trabajaron en condiciones reductoras o desnaturalizantes, para trabajar en estas
condiciones se agregaron 100 microlitros de la muestra del antigeno y 100 microlitros de
mercapto-etanol y se dejaron hervir durante 10 minutos con la finalidad de romper las

uniones entre cisteinas, es decir los puentes disulfuro.

Finalmente se realizo el corrimiento electroforético de las muestra, se utilizd una cAmara
de marca Biorad, conectada a una fuente de poder a 100 volts aproximadamente 1 hora 30
min. Los complejos proteina-SDS cargados negativamente emigraron en direccion del
anodo, en la parte inferior del gel. La accion del tamizado de un gel poroso de

poliacrilamida separa las proteinas de acuerdo con su tamafio, moviéndose mas rapido las



mas pequefias y desplazdndose facilmente, mientras que las moléculas mucho mayores que
los poros permanecieron casi inmoviles. Las moléculas de tamafio intermedio se

desplazaron a través del gel con diversos grados de dificultad.

Después del corrimiento electroforético, las proteinas se visualizaron en una pequefia
porcion del gel, tifiéndolas con azul de Coomassie que revelaron una serie de bandas. La
funcién del colorante azul de Coomassie se debe a que el medio acido en el que se
encuentra, favorece la atraccion electrostatica de las moléculas del colorante hacia
proteinas, formando complejos. Mientras que la otra porcion del gel se utilizé para la

inmunoelectrotransferencia. El procedimiento se muestra en el Diagrama de flujo 2.



Diagrama de flujo 2.

Procedimiento

Preparar Gel
separador

Llenado de los
contenedores

Electroforesis

Formacién
del gradiente

i,

[ famms.

Montaje de la
camara

Agregar
muestras

=

Preparar Gel

concentrador

Corrimiento
de las muestras

Obtencion de

gel

Tincidn azul de
Coomassie

Transferencia
de proteinas

Decoloracion

del gel




Transferencia de proteinas

Después de la separacidn electroforética de las proteinas, se realizd una transferencia a una
membrana de nitrocelulosa, utilizando el método de transferencia electroforética, es decir la
movilidad electroforética de las proteinas transferidas desde el gel hasta la membrana de
nitrocelulosa, implicé poner en contacto directo el gel de poliacrilamida con la membrana
de nitrocelulosa, de 0.45 um de tamafio de poro (Bio-Rad USA) seglin el método por
Towbin y Cols. se formé un sandwich entre dos electrodos sumergidos en solucion
conductora; un buffer compuesto por TrisHCI 25 mM, glicina 0.2 M, SDS 0.1% y metanol
20%. Posteriormente se aplicé un campo eléctrico durante 2 horas a 120 mA, de tal
forma que las proteinas migraron fuera del gel de poliacrilamida hacia la superficie de la
membrana donde quedaron fuertemente adheridas, por lo que la membrana resultante fue
una copia exacta del patrén de proteinas que se tenia en el gel de poliacrilamida; esto se
comprobd realizando una tincién reversible llamada rojo de Ponceau Cuadro No 9. a la
membrana de nitrocelulosa, ya que después de la transferencia y antes de realizar la
inmunodeteccion es aconsejable tefiir la membrana para comprobar la eficacia de la

transferencia® “®- El procedimiento se muestra en el Diagrama de flujo 3.



Cuadro No. 9 Tinciones de proteinas.

Tincion Procedimiento Ventajas Desventajas
* agregar 1 mL de | * esecondmica *es una tincion
tinta china durante permanente.
18 hrs, lavar con | * facil de realizar
H,O en agitacion * no es muy
Tinta china durante 5 min. sensible
* tardada.
*agregar el colorante | * es la mas sensible | *es una tincién
al PNC durante 5] delas3 permanente y por
Negro de amido | min,  lavarlo con lo tanto ya no es
agua y finalmente | * Rapida. posible utilizar el
decolorarlo hasta la papel tefiido
aparicion de las
bandas.

Rojo de | *Realizar un|* es una tincion|* es la menos
ponceau dilucion 1:20 del | lavable, es decir se | sensible de las tres.
colorante, agregarlo | puede utilizar el
al PNC durante 5| papel ya que se le
minutos y lavar con | quita el colorante.

H,O
* rapida

Una vez realizada la tincion se lavo el colorante de la membrana y se incubo en solucion
de bloqueo durante 24 horas a 4°C, para poder realizar la inmundeteccion de anticuerpos
IgE e 19G;.



Diagrama de flujo 3. Procedimiento de la Transferencia de proteinas
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Inmunodeteccién

Una vez transferidas las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, esta se corto en tiras de
3 a5 mm de grosor, las tiras se conservaron en tubos Falcon y en bolsas selladas

herméticamente con desecantes para evitar humedad y posible contaminacién por hongos.

Los anticuerpos primarios que se utilizaron fueron los siguientes:
Anticuerpo monoclonal anti IgE de humano, clona Ge-1, marca Sigma-Aldrich

Anticuerpo monoclonal anti 1gG; de humano, clona SG-16, marca Sigma-Aldrich

El anticuerpo secundario que se utilizd, fue un anticuerpo conjugado marcado con

peroxidasa, anti IgG de ratdn, desarrollado en cabra, marca Sigma-Aldrich.

Al anticuerpo IgE se le realiz6 una dilucion 1:200, pero con la finalidad de mantener el
anticuerpo en alicuotas, para evitar constantes descongelaciones, se le realizo una dilucion
inicial 1:10 para 2.5 mL, es decir se agregd 0.25 mL de IgE, mas 2.25 mL de pbs —tween,

para 2.5 mL

1: 10 __ 0.25 mL de IgE + 2.25 mL de PBS-tween.
2.5mL

Al anticuerpo 1gG; de igual forma se le realiz6 una dilucion 1:500, pero para evitar

constantes descongelaciones, se le realizo una dilucién inicial 1:10 para 2.5 mL

1: 10 __ 0.25 mL de IgG; + 2.25 mL de PBS-tween.

2.5mL



Una vez obtenidas dichas diluciones se realizaron alicuotas en viales Eppendorf de 0.5 mL

y se conservarona -1 ° C.

Al inicio de cada deteccion, se rotularon 6 tubos Falcon por cada paciente, ya que por

cada extracto, se realizo deteccion para IgE e IgG1.

Una vez rotulados los tubos. Se realizo una dilucion 1:5 a cada suero de paciente alérgico
totalmente descongelado, es decir: se tomaban 0.2 mL de suero y se diluia con 0.8 mL de

una solucion de bloqueo.

1. 5 0.2 mL de suero + 0.8 mL de solucién de bloqueo

Posteriormente se coloco en cada tubo, una tira de la membrana de nitrocelulosa con el
antigeno de perro, gato y humano y se dejo incubando 19 horas a 37°, transcurrido este
tiempo se realizaron 5 lavados con PBS-tween 10x, cada lavado de un minuto, con la
finalidad de evitar que el anticuerpo se uniera inespecificamente, en seguida se realizaron

las siguientes diluciones de los anticuerpos primarios ya descongelados.

Para IgE se realizd una ultima dilucion 1:20, es decir se agregaron 0.75 mL de IgE , mas
14.25 mL de PBS-tween para obtener 15 mL del anticuerpo.

1. 20 — 0.75 mL de IgE + 14.25 mL de PBS-tween
15mL

De esta dilucion se agregaron 0.5 mL a cada tubo de antigeno de perro, gato y humano
rotulado con IgE, y se incub6 2 horas; la primera hora en agitacion y a temperatura

ambiente y la segunda hora sin agitaciony a 37°C.



En el caso de la 1gG; se realiz6 una dilucion final 1:50, se agreg6é 0.3 mL de 1gG1 mas
14.7 mL de PBS-tween para obtener 15 mL del anticuerpo.

1. 50 0.3 mL de I9gG; + 14.7 mL de PBS-tween
15mL

De dicha dilucién se agregaron 0.5 ml de la dilucion a cada tubo de antigeno de perro,
gato y humano rotulado con IgG; y se incubd 2 horas; la primera hora agitacion y a

temperatura ambiente y la segunda hora sin agitacién y a 37°C.

la finalidad de agregar el anticuerpo primario es para permitir la union del
anticuerpo contra la proteina buscada y como la proteina se desnaturaliz6 durante

la electroforesis en gel, es preciso que el anticuerpo reconociera especificamente la

proteina desnaturalizada.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del anticuerpo primario, se realizaron 5
lavados de un minuto con PBS-tween a cada tubo, para eliminar el anticuerpo primario que

no se unié. En seguida se agregd al anticuerpo secundario marcado con la peroxidasa del

rabano (HRP); este reconoce de forma especifica una region concreta del anticuerpo

primario.

Al anticuerpo secundario se le realizé una dilucion 1:300, realizando una dilucion inicial

1:10 para realizar alicuotas y congelarlo a -1°C

1:10 1mL de Ac secundario + 9 mL de PBS-tween


http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis_en_gel
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Anticuerpo_secundario&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Peroxidasa

En el momento de la experimentacion se utilizd una alicuota del anticuerpo secundario, se
descongeld y se realizé una dilucion final 1:30, es decir se tomaron 1.0 ml del anticuerpo

mas 29mL de PBS-tween, para obtener 30 ml del anticuerpo.

1: 30 — 1.0 mL de Ac secundario + 29 mL de PBS-tween

30 mL
De la dilucién se agregaron 0.5 mL a cada tubo de antigeno de perro, gato y humano,
tanto para IgE como para IgG;, posteriormente se incubd 2 horas; la primera hora en
agitacion y a temperatura ambiente; la segunda hora sin agitacion y a 37°C. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron 5 lavados de un minuto con PBS-tween a

cada tubo para eliminar el anticuerpo secundario que no se unio.

Finalmente se realiz0 un revelado, el cual consistio, en que el anticuerpo secundario
unido a su respectiva enzima catalizd la transformacion de un sustrato soluble en un
producto colorido soluble. De esta forma, se revelé como una banda de color donde estaba
la proteina de interés. Esto se debe a que enzimas como la peroxidasa de rdbano cataliza la
oxidacién de ciertos compuestos donadores de hidrogeno, como fenoles y aminas

aromaticas (o-fenilendiamina) en presencia de peroxidos (H,O5).

El proceso de revelado se realizo de la siguiente forma; en un tubo Falcon de 13 mL se
agregaron 13 mL de buffer de citratos, 108 microlitros de peroxido de hidrogeno al 3% y
1 mg de OPD , posteriormente se agregaron 0.5 mL a cada tubo tanto para IgE como para

IgG;, se dejo en agitacion durante 15 min y finalmente se observaron resultados.

En la inmunodeteccion, se comprueba la presencia en la membrana de una determinada

proteina. Para ello se emplea un anticuerpo especifico contra ella unido a enzima que, en


http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo

presencia de su sustrato, cataliza una reaccion colorimétrica. De esta forma, se hace

patente la union con el antigeno, la proteina, asi como su localizacién®?.


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Reacci%C3%B3n_colorim%C3%A9trica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
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En el Cuadro No. 10

inmunodeteccion, dichos resultados muestran con el simbolo (+)

alérgicos al &caro de polvo casero que presentaron anticuerpos IgE e 1gG;

RESULTADOS

se muestran

los resultados obtenidos en la técnica de

los sueros pacientes

y que

reconocieron proteinas de escamas de perro, gato y humano. También se muestra la edad

de cada paciente y su diagnostico.

Cuadro No. 10 Resultados de la inmunodeteccion

IgE 182G,
Ag de| Agde | Agde | Agde | Agde | Agde
P perro | gato |humano | Perro | gato | humano Dx. EDAD
11606 Q] OO Q] AMP 3 afios
2 1O O +) SIS ) RA+AMP | 5 afios
310 0 Q] OO Q] RA 14 afios
4 O ) OO () | RAMP + ALP | 12 afios
5100 |06 +) | H ® RA 9 afios
6 | (*) () Q] OENNO) (+) ALP 5 afios
7100606 Q] OO Q] RA +ALI | 25 afios
8 1 ()| O Q] OO Q] RAMP | 15 afios
91 () | Q] OO Q] ALl 8 afios
006 | 06 Q] OO Q] AMP 41 afios
6|06 Q] OO Q] RAMP | 10 afios
2160 & Q] OO Q] RAMP | 14 afios
B3O O () OO ) RA + AMP | 12 afios




4 () Q) ) G | () ) ALI 5 afios
151 () Q) ) ) ) ) RAMP 36 afios
16 | () ) ) ) ) ) RA 14 afios
17 1 () ) ) 6 ) ) RA 15 afios
18 | () Q) ) ) ) ) RA 15 afios
19 ) () () () () (+) RA + ALI 5 afios
20 ) ) ) ) ) ) RASP + ALP | 20 afios
21 | () ) ) ) ) ) ASMA 16 afios
22 | () Q) ) ) ) ) RA 18 afios
23 ) ) ) ) ) ) RA + ALP 4 afios
24 () () (-) (-) (-) (-) RA + DA 29 afnos
25 | () Q) ) ) ) ) RASP 16 afios
26 | () ) ) ) ) ) ALI 4 afios
27 | () ) ) ) ) ) RA 8 afios
28 | () ) ) ) ) ) RA 28 afios
29 1 () ) ) ) ) ) RA 8 afios
30 | () ) ) ) ) ) RA 10 afios
31 | () ) ) ) ) ) RA 17 afios
321 () ) ) ) ) ) AMP +RA | 58 afios
33 1 () ) ) ) ) ) PB RA 21 afios
34 | () ) ) ) ) ) RAMP 18 afos
35| () ) ) ) ) ) RA 17 afos
36 | () ) ) ) ) ) RAMP 14 afos
37 1 () ) ) ) ) ) ALI 16 afos




38 | () ) ) ) ) ) RA 11 afios
39 | () ) ) () ) ) RA 10 afios
40 | () ) ) ) ) ) RAMP 9 afios
41 | () ) ) ) ) ) RA 9 afios
210 0 +) 6 ) ALI+RA | 10 afios
43 | () ) () +) ) () RA 7 afios
44 | () ) ) () () (+) RA 9 afios
45 | () ) ) () ) () RAMP + 6 afios
ASMA
46 | () ) (+) ) () () RA 5 afios
47 | () ) () ) () () RA 17 afios
48 | () ) () ) () () RA 9 afios
49 | () ) ) () () () RA 39 afios
50 | () | () ) +) ) ) ASMA | 11 afios
510 () | O +) O[O (+) | RA+ASMA | 26 afios
52 (¥) (O () = ) (+) | RAMP+ALI | 8afios
53| () | () ) (+) () | () |RAMP+AMP | 8 afios
54 | () ) ) ) ) (+) RA 44 afos
5 | () ) ) ) ) ) RASP 6 afios
56 | () ) ) ) ) ) RA 12 afios
57 [ () | () ) O | O (+) | RA+ASMA | 43 afios
58 | () ) ) ) ) ) RA 6 afios
59 [ () | () () O O () | RAMP +AMP | 18 afios
60 | () | O () O O () | RAMP + ALP | 10 afios
61 | () ) (+) ) ) ) RAMP 51 afios




62| (O [ ) OO ) PBMPi{)i(rtlailtis 18 afios
63| (v | () ) O | o ) PBRA | 10 afios
64| O | O ) O | 0O (+) | RA+ASMA | 8afos
65 | () ) ) ) ) ) ASMA 8 afios
66 | () ) ) ) ) (+) RA 25 afios
67 | () ) () () () () RA 23 afios
68 | () ) ) () () ) RAMP 20 afios
9 O O ) ONS ) RA. 21 afios
70 | O ) OGS +) ASMA | 45 afios
1] O | O ) () () (+) |RAMP+AMP | 4afos
72 | () ) () ) () () RAMP 11 afios
731 | O ) O | O ) D.A. 18 afios
74 | () ) ) () () () RA 54 afios
751 () ) ) () () () RA 13 afios
76 | () ) ) () () () RAMP 17 afios
77 | () ) ) ) ) ) RAMP 22 afios
781 | O ) OGS () | RAMP+ASMA | 12 afios
79 | () ) ) ) ) ) ALI 7 afos
80 | () ) ) ) ) ) ALP 6 afios
81 | O | O ) SHNG ) RA. 22 afios
82 O | O ) SHNG ) RASP+ALP | 25 afios
83 | () ) ) ) (+) ) ALP 8 aflos
84 | O | O ) SO ) RA+ALP | 13afos
85 | () ) ) ) ) ) RAMP 17 afios




86 | () ) ) ) ) ) ALl 9 afios
87 | () ) ) () ) ) RA 27 afos
88 | (9 | (9 ) O O ) RA. 31 afios
89 | () ) ) ) ) ) RA 9 afios
2 | () ) ) ) ) ) ALl 7 afios
91 | () ) () () () () ALl 5 afios
2| @O O (+) NS ©) RA. 7 afios
93 | () ) ) () ) () RA. 4 afios
% | () ) () ) () () RAMP 11 afios
95 | () ) () ) () () RA 4 afios
% | () ) () ) () () RAMP 12 afios
97 | () ) () ) () () ALl 13 afios
98 | () ) ) () () () RAMP 11 afios
29 | () ) ) () () () RAMP 23 afios
100 | () ) ) () () () RAMP 5 afios

ALI = Asma leve intermitente. RA = Rinitis alérgica.

ALP = Aomalove pusitonte. RASP = Rinits légica Soera persiton

D.A = Dermatitis atopica

Los resultados obtenidos indican que del 100 % de los pacientes alérgicos al acaro de

polvo casero, el 29% de los pacientes reconocieron una o mas proteinas de los extractos de

escamas de perro, gato y humano, el 13% presenté anticuerpos IgE que reconocieron a

los diversos extractos;

diversos extractos de escamas de perro, gato y humano y el

el 22 % presentaron anticuerpo 1gGi, que reconocieron a los

6 % presentaron ambos

anticuerpos. Finalmente del 29% de los pacientes que reconocieron una o0 mas proteinas,




el 13% presentaron diagnostico de rinitis alérgica, 6% asmay el 10% presentaron

ambas. Dichos porcentajes se obtuvieron con la siguiente formula:

100 pacientes ----- 100%
29 pacientes = ----- X =
29% de los pacientes

reconocieron una 6  mas
proteinas de los extractos

A continuacion se muestra un cuadro (Cuadro No.11) con los valores del peso molecular
de las proteinas encontradas en los extractos analizados.

Cuadro No. 11 Valores del peso molecular de proteinas.

Peso Peso Peso
molecular de | molecular de | molecular de
proteinas proteinas proteinas
extracto de extracto de extracto de

humano perro café gato (kDa)
(kDa) (kDa)
294.5 292.9 292.9
289.6 290.4
271.4 271.0 271.7
261.3
179.1
133.7 137.1 134.1
105.0 102.7
82.9
52.9
442 47.9 46.3
335
30.6 31.3 30.2

Los pesos moleculares fueron calculados en un trabajo previo “%.

En seguida se presenta la identificacion de las proteinas en los geles de poliacrilamida

realizados, en base a su los pesos moleculares descritos anteriormente.



Patron de proteinas

en gel de gradiente
— |

Patron de proteinas

en gel discontinuo

—

Figura 14. Peso molecular de

proteinas de extracto de escamas
de gato

En la Figura 14, se muestran los pesos moleculares del antigeno de Escamas de gato en
condiciones reductoras, sefialando e identificando asi cada banda obtenida tras la
realizacion de geles discontinuos, en la imagen de la izquierda no se observa ningin
sefialamiento, ya que nuestro objetivo es identificar cada banda a partir de la posicion y
aproximacion a estos pesos moleculares debido a que dichos geles se realizaron por la

técnica de gradiente y por lo tanto no se calcularon sus pesos moleculares.



Patron de proteinas

en gel discontinuo
1

Patron de proteinas

en gel de gradiente

—

Figura 15. Peso molecular de

proteinas de extracto de Escamas
humanas

En la Figura 15, se muestran los pesos moleculares del antigeno de Escamas humanas en
condiciones reductoras, sefialando e identificando asi cada banda obtenida tras la
realizacion de geles discontinuos, en la imagen de la izquierda no se observa ningun
sefialamiento, ya que nuestro objetivo es identificar cada banda a partir de la posicion y
aproximacion a estos pesos moleculares debido a que dichos geles se realizaron por la

técnica de gradiente y por lo tanto no se calcularon sus pesos moleculares.



Patron de proteinas
en gel de gradiente

—

Patrdn de proteinas

en gel discontinuo

<

En la Figura 16 , se muestran los pesos moleculares del antigeno de Escamas de perro en
condiciones reductoras,
realizacion de geles discontinuos, en la imagen de la izquierda no se observa ningun
sefialamiento, ya que nuestro objetivo es identificar cada banda a partir de la posicion y

aproximacion a estos pesos moleculares debido a que dichos geles se realizaron por la

Figura 16. Peso molecular de

proteinas de extracto de escamas
de perro

seflalando e identificando asi cada banda obtenida tras la

técnica de gradiente y por lo tanto no se calcularon sus pesos moleculares.



Resultados de inmunodeteccion hacia extracto de escamas de Perro

IgE Ag. de perro IgG1 Ag. de perro

2929 |—> 1 292.9

2806 |— 8 g 289.6

271.0 271.0

2613 |, 261.3
L

179 — 3

150 — '

1371 | ——» 1371

82.0 820

47.9 479

33.5 ! 33.5

31.3 31.3

P6 P52 P63 | P5 P43 P52 P53 P50 P69 P62 P78 C (-)
P = paciente

Los resultados muestran que los sueros de pacientes alérgicos al &caro de polvo casero
presentan anticuerpos IgE e 1gG; contra proteinas de escamas de perro. Las proteinas
reconocidas son las siguientes 292.9 kDa, 289.6 kDa, 271.0 kDa, 261.2 kDa, 137.1 kDa

y 82.0 kDa y se pueden observar con la formacion de una banda obscura.



Resultados de inmunodeteccion hacia los extractos de escamas de Gato

IgE Ag. de gato 1gG Ag. de gato
292.9 -292.9
290.4 290.4
289
271.7 _271.7
179.1 179.1
150 _
1341
134.1
~102.7
102.7
80
65
52.9 ~52.9
46.3 - 46.3
30.2 ~30.
P12 P62 P21 | P71P5 P14 P42 P83P62 P17 C ()
P= paciente

Los resultados muestran que los sueros de los pacientes alérgicos al acaro de polvo
domestico presentaron anticuerpos IgE e 1gG; hacia las proteinas de los extractos de gato,
dichas proteinas tienen los siguientes pesos moleculares: 292.9 kDa, 290.4 kDa, 271.7
kDa, 179.1 kDa, 134.1 kDa, 52.9 kDa, 30.2 kDa, el reconocimiento se logré observar

con la formacion de bandas obscuras.



Resultados de inmunodeteccion hacia extractos de escamas humanas.

IgE Ag. de Escamas humanas

294.5 - - 294.5
290 i
271.4 +—> IR
-—>
180
-—
170 !
—_— B
160
1337 133.7
105.0 105.0
- B
80 80
52 - -
44.2 —44.2
30.6 30.64
P46 P2 P52 P42 P5 P51 P61 P92 C ()
P= paciente

Los resultados muestra, a los pacientes que presentaron anticuerpos IgE hacia las proteinas
de extractos de escamas de humano, las proteinas reconocidas presentan los siguientes
pesos moleculares 294.5 kDa, 271. 4 kDa, 133.7 kDa, 105.0 kDa, 44.2 kDay 30.6 kDa,

dichas proteinas se logran observar por la formacion de bandas.



IgG Ag. de Escamas humanas

294.5 ' 294.5
271.4 271.4
180
179
133.7 133.7
105.0 105.0
102
80
70
52

44.2
44.2

30.6
30.6

P6P64P66P71P57P54P42P52P5P19P44P70P51 C (-
P= paciente

En este caso se observan la bandas formadas a partir de la unién de los anticuerpos 19G;
presentes en los sueros de pacientes alérgicos al acaro de polvo casero hacia proteinas de
los extractos de escamas humanas , dichas proteinas presentan los siguientes pesos

moleculares 294.5 kDa, 271.4 kDa, 133.7 kDa, 105.0 kDa, 44.2 kDa y 30.6 kDa.



A continuacion se muestra una comparacién de las proteinas reconocidas. En dicha
comparacion se logro observar que proteinas entre los 290 y 271 kDa, 140 y 100 kDa, y
entre 50 y 30 kDa, estuvieron presentes en los extractos de escamas de perro, gato y

humano y fueron reconocidas por anticuerpos IgE.

IgE Ag de perro | Antigeno de gato | Ag de escamas humanas

|

Iy W

| | ‘
'
i
v
y



En la siguiente imagen se muestran las bandas formadas en la membrana de nitrocelulosa

en los tres extractos; es decir se observé que los sueros de los pacientes alérgicos al &caro

de polvo casero presentan anticuerpos 1gG; que reconocieron proteinas de los extractos de

perro, gato y humano. Las proteinas reconocidas se encontraron en los 3 extractos y

presentaron pesos moleculares entre los 290 y 271 kDa, 262 a 170 kDa, 135 y 101 kDa, y

entre 50 y 30 kDa.

IgG; Antigeno de perro

Antigeno de gato

Ag de escamas humanas




A continuacion se muestra el testigo negativo, en el cual se utilizd un suero de paciente no

alérgico y por lo tanto no se observé reconocimiento con ningln extracto.

C (1) Humano Gato Perro




Cuadro No.12 Peso molecular de la proteinas reconocidas en inmunodeteccion.

Paciente ] Perro Gato Humano Perro Gato Humano
P2 294.5
290
271.4
170
P5 294.5 289.7 292.9 294.5
80 179 271.7 271.4
51 150 179.1 180
33 52.5 133.8
52
P6 292.9 294.5
289.7 290
137.1 271.4
179
44.2
P12 292.9
52.9
P14 292.9
134.1
52.9
P17 292.9
65
30.2
P19 105.0
52
30.6
P21 292.9
80
52.9
P42 294.5 292.9 294.5
290 290.4 290
180 134.1
329
P43 261.4
289.6

150




P44 294.5
290
271.4
133.8
179
44,
30.6
P46 294.5
290
271.4
P50 271.0
137.1
P51 294.5 180
271.4 30.6
52
P52 289.6 180 289.6 294.5
137.1 133.7 261.3 290
102 105.0 271.4
80
52
44.2
30.6
P53 289.6
261.3
137.1
P54 30.6
P57 294.5
290
271.4
189
179
44.2
P61 294.5
271.4
160
44.2
P62 292.9 289.6 292.9
290.4 271.0 46.3
52.9 33.5 30.2
31.3
P63 289.6

137.1




102

P64

179
133.7
105.0

102

44.2

P66

271.4
179
105.0
102
70

P69

271.0
137.1

P70

294.5
180
105

P71

289
150
102.7
30.2

294.5
271.4
180
133.7
80

P78

137.1
82.0
47.9
33.5
31.3

P83

290.4
150

P92

En el Cuadro No. 12 se muestran los diversos
observada en la membrana de nitrocelulosa transferida con los extractos de escamas de
gato, perro y humano, la identificacion de las bandas con sus pesos moleculares es muy

importante, ya que a partir de esto, se puede determinar, que proteinas son responsables de

44.2

reactividad cruzada, como se muestra en el Cuadro No. 13

pesos moleculares de cada banda



Cuadro No. 13. Proteinas causantes de reactividad cruzada.

einas de reactivic
Perro Gato Humano —
294.51
292.9 292.9 292.9 perro-gato
290.4 290 290 gato-humano
289.6 289 289 perro-gato
271.0 271.7 271.4 271 perro-gato-humano
261.3
189
180
179 179.1 179 179 perro-gato-humano
170
160
150 150 150 perro-gato
137.1
134.1
133.78
105.04
102 102.7 102 102 perro-gato-humano
80 80 80 gato-humano
82.0
70
65
52.9 52 52 gato-humano
51
47.9
46.3
44.2
335
32.9
31.3
30.2 30.6 30 gato-humano




Las proteinas mencionadas en el cuadro No. 13 se muestran en las figuras 17, 18, 19 y 20
para observar la frecuencia con la que fue identificada cada proteina de reactividad

cruzada.

¥ 290 kDa

® 80 kDa
® 52 kDa
W 30kDa

O P N W b U1 O N 0 O

Peso Molecular

Figura 17. Frecuencia de la reactividad cruzada entre proteinas de gato y humano. En la figura se
muestra la frecuencia con la que fueron reconocidas las proteinas que presentaron reactividad
cruzada entre los extractos de escamas de gato y humano

® 292 kDa
® 289 kDa
W 150 kDa

8
7
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i
1
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Peso Molecular

Figura 18. Frecuencia de la reactividad cruzada entre proteinas de gato y perro. En la figura se
muestra la frecuencia con la que fueron reconocidas las proteinas que presentaron reactividad
cruzada entre los extractos de escamas de gato y perro.



® 271 kDa

® 179 kDa
® 102 kDa

Peso Molecular

Figura 19. Frecuencia de reactividad cruzada entre proteinas de perro, gato y humano. En la figura
se muestra la frecuencia con la que fueron reconocidas las proteinas que presentaron reactividad
cruzada entre los extractos de escamas de perro, gato y humano.

Gato/ Humano Perro/ Gato Perro/ Gato/ Humano

Figura 20. Comparacion de las diferentes frecuencias en la reactividad cruzada que presentaron
los extractos de escamas de perro, gato y humano. En la figura se muestra una comparacion entre la
frecuencia en la reactividad cruzada entre las proteinas de escamas de gato y humano, la
frecuencia en la reactividad cruzada entre las proteinas de escamas de perro y gato y finalmente se
muestra la frecuencia en la reactividad cruzada entre las proteinas de escamas de perro, gato y
humano.



DISCUSION

La alergia al polvo casero es la causa mas importante de alergia respiratoria, se
desencadena por factores prevalentes en el medio ambiente; en un estudio se encontrd que
los asientos tapizados pueden constituir un reservorio importante tanto de alérgenos de
gato y alérgenos del acaro de polvo casero, los cuales presenta un factor de riesgo
importante para el desencadenamiento de sintomas y mantenimiento de la inflamacion en
las personas alérgicas y también constituye un factor de riesgo para la sensibilizacién. Se
ha comprobado que cada cien acaros por gramo de polvo casero constituyen un factor de
riesgo para la sensibilizacion; y de 100 a 500 acaros por gramo son un factor de riesgo
importante para el desarrollo de la sintomatologia. Estudios epidemioldgicos han
demostrado que del 26 al 85% de las alergias inducidas por el polvo casero estan
directamente relacionadas con la presencia de los Dermatophagoides. Actualmente las
afecciones alérgicas han aumentado notoriamente en paises desarrollados en donde del 8
al 10% de los nifios sufren asma y hasta un 25% de la poblacion sufren rinitis, dermatitis

atopica o asma “® )

La reactividad cruzada se ha determinado por analogias estructurales: es decir, dos
proteinas dan reactividad cruzada s6lo cuando comparten estructuras primarias y terciarias
y en general, poseen pliegues proteinicos similares. Este fendmeno se basa en la similitud
entre la superficie molecular de las proteinas homdlogas. Un grado de identidad en la
secuencia de aminoacidos superior al 25% puede ser suficiente para que dos proteinas se
plieguen de modo equivalente y compartan una estructura terciaria comdn. Sin embargo, es
necesario un mayor grado de identidad para que dos proteinas compartan aminoacidos

expuestos en la superficie molecular y epitopos de IgE, y por tanto; para que la reactividad



cruzada tenga lugar. Si un alérgeno no posee estos pliegues proteinicos comunes, puede
excluirse su posible reactividad cruzada ® ). La reactividad cruzada ya se ha descrito
para diferentes tipos de alérgenos, como en el caso de los alérgenos de perro y gato. Un
estudio realizado  reporté que existe una homologia entre el alérgeno principal de gato
Fel d1 hacia las escamas de perro, mostrando asi reactividad cruzada. Por otro lado
Reininger reportd que existe reactividad cruzada entre Fel d1 y una proteina de 20 kDa

que se encontré en diversos extractos de escamas de perro ¢ 9)E)46),

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los estudios ya mencionados ya
que se encontro, que los sueros de pacientes alergicos al &caro de polvo casero presentan
anticuerpos IgE e 1gG1 que reconocen proteinas de reactividad cruzada entre alérgenos de
perro y de gato; sin embrago las proteinas encontradas presentaron un peso molecular de
292.90, 289y 150 kDa, lo que explica, que no se tratan de proteinas que se han reportado
como principales alérgenos de gato Fel d1 de 35 kDa, Fel d4 de 19 kDa o principales
alérgenos de perro Can f1 de 25 kDa, Can f2 de 18 kDa . Otro estudio realizado por
Romero ©®, muestra los diferentes pesos moleculares de las proteinas de los extractos de
gato, perro y humano, que obtuvo a partir de un corrimiento electroforético, las cuales
coinciden con las proteinas que se encontraron en este estudio, finalmente el comenté que
existe un mayor parecido entre el extracto de escamas humanas con el de escamas de gato,
coincidiendo con los resultados obtenidos, ya que un hallazgo importante en este estudio es
que las proteinas de 290, 80, 52 y 30 kDa, presentan reactividad cruzada entre las
escamas de gato y humano y las proteinas de 271, 179 y 102 kDa presentan reactividad
cruzada entre los tres extractos de escamas de perro, gato y humano. Estos resultados

indican que existe una mayor similitud vy reactividad cruzada entre las proteinas de



humano con gato. También podemos confirmar que las pruebas In vitro pueden llegar a
ser mas sensibles y/o especificas de alérgeno, que las pruebas In vivo, esto lo observamos,
ya que, a los pacientes se les realizaron pruebas cutaneas y ninguno tuvo una prueba
cutadnea positiva hacia gato o perro, es decir no se observo reactividad cruzada entre perro
y gato en las pruebas cuténeas, sin embargo se logro observar la reactividad cruzada entre
D. pteronyssinus y D farinae, pues bien ya se ha demostrado que esta reactividad es
mayor entre especies filogenéticamente mas cercanas. Sin embargo, este fendmeno depende
también de la relacién estructural entre alérgenos y en este sentido es posible encontrar
reactividad cruzada entre alérgenos provenientes de fuentes muy poco relacionadas como
en este caso, pero que comparten alérgenos homologos. En cambio en las pruebas In vitro
logramos observar que dichos pacientes alérgicos al acaro de polvo casero reconocieron
proteinas de perro, gato y humano. Es importante mencionar que la relevancia clinica de la
reactividad cruzada depende de factores como la respuesta inmunitaria de pacientes, la
exposicion y el alérgeno. Un efecto interesante del fenomeno de reactividad cruzada es que
la sensibilizacién primaria por inhalacion de un alérgeno puede provocar la reaccion
alérgica posterior a otra fuente alergénica, cuya ruta de exposicion sea distinta. Otra
explicacion a esta reactividad cruzada entre las escamas de gato, perro y humano en los
pacientes alérgicos al acaro de polvo domestico se puede deber a que en el polvo casero se
encuentra un sin fin de alérgenos, el cual esta constituido por una mezcla de sustancias de
procedencia y composicion diversa ya sea pdlenes, pelos y caspa de animales, fibras
textiles, hongos entre otros, pero sin duda alguna del componente mas alergénico, que es
el acaro del polvo y dentro de los principales alérgenos producidos por los acaros se

encuentran Der pl, Der f1, Der p2 y Der f2, estos dos son muy similares en su estructura,



presentando reactividad cruzada entre ellos , sin embrago aun no se ha descrito la probable

reactividad cruzada entre alérgenos de 4caros con alérgenos de gato y/o perro. @4 (29)@0)46),

En los resultado , se presenta también que los pacientes alérgicos al acaro de polvo casero
reconocieron proteinas del extracto de escamas humanas tales como: 294.5, 290, 271.4,
189, 180, 179, 170, 160, 133.7, 105.0, 102, 80, 70, 52, 51, 44.2 y 30.6 kDa. En cuanto a
las proteinas de alto peso molecular, estas, se podrian tratar de un grupo de proteinas
del colageno y /o queratinas; pues se ha demostrado que lo autoantigenos existen en varias
estructuras de los queratinocitos, incluyendo la superficie celular, la cual presenta una
interaccion directa con las células presentadoras de antigeno para facilitar la presentacion
del autoantigeno, el cual puede contribuir en la cronicidad de las enfermedades alérgicas
“8)  Por lo que estos resultados sugieren una autoreactividad. La cual es iniciada o al
menos precedida por una sensibilizacion frente alérgenos ambientales, siendo aquella
paralela al dafio tisular. La IgE dirigida contra autoalérgenos aumenta durante las
exacerbaciones, a diferencia de la IgE contra alérgenos exdgenos que aumenta después de
la exposicidn. La auto reactividad ya ha sido descrita por por Valenta en Alemania en el
afio de 1998 y en México por Zendejas en el afio 1996 en escamas humanas y en
queratinocitos humanos axénicos. En otro estudio realizado por Valenta en el 2000, se
dedico a conocer la implicacidn exacta del reconocimiento entre la IgE y auto alérgenos en
el mantenimiento cronico de la dermatitis atopica, el comenta que mucho antes del
descubrimiento de la IgE se inform6 que el extracto de caspa humana puede provocar
reacciones de tipo inmediato de la piel en pacientes con atopia grave y que esta sensibilidad

de la piel puede ser transferida pasivamente con suero ¢% G0 G,



Diversos estudios han reavivado el interés en este fendmeno y dieron lugar a la idea de
que la autoreactividad con IgE puede desempefiar un papel patogénico en las formas
graves y cronicas de la atopia. La elucidacion de la naturaleza de varios alérgenos
ambientales ha revelado llamativas similitudes estructurales e inmunoldgicas con proteinas
humanas. También se observé que los pacientes con predominio de manifestaciones severas
y cronicas de la atopia, contiene anticuerpos IgE contra una amplia variedad de proteinas
expresadas en tipos de células relacionadas histo-genéticamente humanos y muestras de
tejido. Los auto alérgenos caracterizados hasta la fecha representan principalmente
proteinas intracelulares, pero algunos de ellos se pudieron detectar en forma de complejos
inmunes IgE en suero de pacientes sensibilizados. Se sugiere que al menos dos
mecanismos patdgenos podrian desempefiar un papel en auto alergia. En primer lugar, los
autoalérgenos pueden activar células efectoras a traves de anticuerpos IgE y la consecuente
liberacion de mediadores inflamatorios, dando lugar a sintomas de tipo inmediato. En
segundo lugar, por la presentacion de auto alérgenos a traveés de IgE para activar
células T autoreactivas que liberan citocinas proinflamatorias, contribuyendo a la magnitud

de la reaccion alérgica en tejido 9 €9,

Un estudio realizado por Sabine, demostré que la autoreactividad de la IgE es comun en
pacientes con dermatitis atopica; realizd una técnica llamada Western blot para detectar
la reactividad de la IgE contra la linea celular A431 de células epiteliales de humano y
queratinocitos, sus resultados revelaron que el 28% de los pacientes con dermatitis atopica
muestran reactividad de la IgE sérica. A partir de diversas tinciones que realiz6, observé
restos de membranas celulares, las cuales asociaron a los anticuerpos IgE autoreactivos

y finalmente a partir de un andlisis estadistico determinaron que la autoreactividad en



pacientes con dermatitis atopica, aumenta significativamente los niveles de IgE sérica®®.
Sin embargo, en este trabajo se aportan datos de que los pacientes con rinitis, asma o
ambas, ademas de los de dermatitis, también pueden presentar dicha autoreactividad. Ya
que el 29% de lo pacientes estudiados presentaron reactividad hacia alguno de los tres
tipos de escamas; de los cuales el 13% de los pacientes presentan rinitis alérgica, 6%
presentan asma y el 10% presentan tanto rinitis como asma; en los pacientes con
dermatitis atopica no hubo tal reconocimiento y esto debido al pequefio nimero que
entraron en este estudio, ya que en nuestra poblacidn de pacientes alérgicos, solo el 2%
presentaban dermatitis atopica, siendo esta la principal atribucion del por qué los pacientes
con dermatitis atopica no reconocieron escamas humanas. La presencia de los Ac 1gG; e
IgE en los pacientes alérgicos al polvo casero hacia los diferentes tipos de escamas puede
significar que posiblemente dichos anticuerpos se encuentran relacionados con la patologia
de los pacientes alérgicos Un estudio realizado en 1996 muestra que la autorectividad, que
presenta la IgE puede ser un factor patogenico en las enfermedades atdpicas, otro estudio
realizado por Talay, reportdé la IgE, tiene un papel patogenico en las enfermedades
atopicas ®“®?. Quedan abiertas nuevas lineas de investigacién, para la continuacién de la
busqueda de la autoreactividad y la presencia de auto alérgenos mediante estudios de
inmunohistoquimica en donde se demuestre la presencia de antigenos asi como la de
anticuerpos. La poblacion de estudio presentaba prueba cutanea igual o mayor de tres
cruces al polvo casero, pero ninguno presentd reactividad a las escamas de perro y gato.
Ademas los pacientes no han recibido inmunoterapia, lo que significa que esos anticuerpos
no aparecieron por inmunizacion debida a la inmunoterapia; por lo que la presencia de esos
anticuerpos solo se puede explicar por reactividad cruzada con el alérgeno mas importante

no sélo en la Ciudad de México, sino a nivel mundial.



CONCLUSIONES

Se realizd la separacion electroforética de los extractos de perro, gato y humano,

obteniendo una buena resolucion de las bandas requeridas.

Se transfirieron correctamente proteinas de extractos de escamas de perro, gato y humano

a una membrana de nitrocelulosa.

Se encontrd que, sueros de pacientes alérgicos al acaro de polvo casero presentaron

reactividad cruzada con escamas de perro gato y humano.

Se observo que existe una mayor reactividad cruzada de los extractos entre gato con
humano, ya que estas dos especies, identificaron 7 proteinas en comdn las cuales son:

290, 271, 179,102, 80, 52, y 30 kDa

Se confirmd la reactividad cruzada de los extractos de escamas de gato con perro ya que
el reconocimiento de proteinas entre estas dos especies fue amplio, puesto que

identificaron 6 proteina, las cuales son: 292.95, 289, 271, 179,150y 102 KkDa.

Se identificaron tres proteinas de alto peso molecular que tienen reactividad cruzada entre
los extractos de escamas de perro, gato y humano tales como: 271, 179 y 102 kDa, estas

proteinas fueron reconocidas por los tres extractos.

No se encontro reactividad cruzada, de los extractos de humano con perro.

Se evidencio la existencia de autoreactividad , en sueros de pacientes alérgicos al acaro de

polvo casero al reconocer proteinas de escamas humanas.



Finalmente se observo el reconocimiento de anticuerpos IgE e IgG; hacia los extractos
de escamas de perro, gato y humano en sueros de pacientes que padecen asma Yy rinitis o
ambas, alérgicos al acaro de polvo casero y dicha reactividad debe significar alguna
patologia asociada por tener las células cebadas y basofilos receptores para dichos

anticuerpos.
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