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INTRODUCCION

INTRODUCCION
1.1 REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO 1. ALERGIA

Los organismos superiores estdn capacitados para reconocer como propias
0 no propias a todas las sustancias presentes en su entorno. Cuando alguna de
estas sustancias supera las barreras fisicoquimicas protectoras del organismo
(piel, membrana mucosa. sistema mucociliar, secreciones etc..) y penetra en
su interior, se desencadenan una serie de reacciones muy complejas
destinadas a reconocer, neutralizar y eliminar al agente invasor. En estos
mecanismos de defensa participan un conjunto de organos, células y factores
solubles que constituyen el sistema inmune. A pesar del papel beneficioso
que representan estos procesos defensivos, diversas alteraciones en ellos
pueden dar lugar a reacciones adversas para el organismo, produciendo
enfermedad ¢ inclusive la muerte del individuo. E! nivel al que se produce la
alteracion es muy variado, dando lugar a diferentes patologias conocidas hoy
en dia con el nombre general de reacciones de hipersensibilidad o reacciones

immmunoalérgicas.

En 1968 Gell y Coombs, clasificaron estas enfermedades en cuatro grupos
diferentes atendiendo al tipo de proceso que se encontraba alterado. De estos
cuatro grupos solo nos ocuparemos de las reacciones de hipersensibilidad de
tipo I, por ser la base del presente estudio. En estas reacciones se produce
una respuesta elevada de inmunoglobulinas de la clase E contra antigenos
(alergenos) inocuos para el individuo. Estas inmunoglobulinas poseen la
capacidad de permanecer unidas a receptores especificos, expuestos sobre la

membrana de diversas células efectoras del sistema inmune. Al contacto con
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INTRODUCCION

el antigeno las IgEs se entrecruzan transmitiendo a la célula una senal que
induce la liberacion de potentes mediadores los cuales provocan, de forma
inmediata, una reaccion inflamatoria aguda. A los sintomas clinicos de esta
reaccion se les ha denominado de forma global, atopia e incluyen asma,
eczema, fiebre de heno, urticaria ¢ inclusive, en determinadas circunstancias
anafilaxia. Por las caracteristicas de los sintomas que producen, las reacciones
de hipersensibilidad de tipo I son también conocidas como reacciones
anafilacticas o como reacctones de hipersensibilidad inmediata. A veces se
presenta una sintomatologia inflamatoria secundaria, posterior a la inmediata
conocida como fase tardia de la respuesta alérgica. Los mediadores y células
implicadas en estas reacciones no estin muy bien caracterizados por el

momento.

Historicamente se han descrito  cuadros clinicos de este tipo de
enfermedad desde la antighedad, pero la primera asociacion de ésta con la
exposicion a un determinado antigeno se llevo a cabo en 1873 cuando se
demostrd que los polenes de las gramineas eran los responsables de la
enfermedad conocida como "fiebre del heno" (Blackey, 1873), aunque un afo
antes Wyman ya habia implicado al polen de ta ambrosia en la aparicion de
los catarros otonales. La naturaleza inmunoldgica de esta patologia fue puesta
de manifiesto, por primera vez, en 1906 (Von Pirquet) que introdujo el
termino de "alergia” refiriéndose al concepto de reactividad cambiada en la
respuesta del huésped, al entrar en contacto por segunda vez 0 sucesivas con
un "agente”. Bajo la denominacion de alergia se fueron englobando las
diferentes reacciones de hipersensibilidad que se iban conociendo. Hoy en

dia existe confusion con la denominacidn, pero se tiende a asociar el nombre

CAP: 1 raG: 2



INTRODUCCION

de alergia con las reacciones de hipersensibilidad de tipo I, por lo que en este

trabajo se utitizardn indistintamente ambos términos.

En 1921 Prausnitz y Kiinster demostraron la existencia de una respuesta
humoral especifica en las reacciones alérgicas, descubriendo la presencia de
una sustancia que ellos denominaron "reaginina” en el suero de los pacientes
que padecian la enfermedad, Las caracteristicas moleculares de esta sustancia
han sido muy estudiadas durante un largo periodo (Stanworth, 1963).
Inicialmente fue clasificada comn una subclase de la IgA (revisado por Sehon
y Gyenes, 1971), pero gracias a los trabajos de Ishizaka et al (1966 a, 1966b y
1967). a los de Johansson y Bennich (1967) y a los de Stanworth et al (1968),
se pudo determinar que las reagininas eran en realidad una nueva clase de
inmunoglobulina a Ja que se le denomind IgE. Posteriormente el grupo de
Ishizaka describio que los niveles de IgE en los pacientes alérgicos se
encontraban aumentados con respecto al resto de la poblacidn no alérgica,
siendo desde entonces objetivo de estudio los mecanismos de produccion y
regulacion de esta inmunoglobulina. (Yodoy e Isizaka, 1979 y 1980; Yodoy et
al, 1979 y 1980, Hirashima et af, 1980; [shizaka 1985)

[.I1.I La inmunoglobulina E

Al igual que otras inmunoglobulinas, la IgE es una glicoproteina
tetramérica compuesta por dos cadenas pesadas y dos ligeras idénticas entre
si. Lus cadenas ligeras son de tipo « 0 A con caracteristicas quimicas idénticas a
las de otros anticuerpos.

Lus cadenas pesadas (cadenas épsilon), contienen los determinantes

isotipicos de esta clase de inmunoglobulina. Estan formadas por una region

varigble de 10 aminodcidos y una regién constante de 440 residuos. Se ha
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INTRODUCCION

descrito que en estas cadenas existen 15 cistefnas, 10 de las cuales estan
implicadas en la formacion de 5 puentes intracatenarios. Cuatro de ellos se
localizan en la regién constante formando cuatro "loops" peptidicos
denominados dominios C 1, C2, C3y C4y el quinto en la regién variable.
En el dominto C 1 hay un puente disulfuro extra, que implica a otras dos
cisteinas. De los otros tres aminodcidos azufrados, dos forman puentes de

unién con la otra cadena pesada y el restante con la ligera (Bennich y Von
Bahr-Lindstron, 1974).

El peso molecular de una molécula de [gE es de 190 kDa, correspondiendo
un 129 del peso a carbohidratos, lo cual es una caracteristica molecular

diferente del resto de las inmunoglobulinas.

La propiedad mas importante de la IgE. es su capacidad para unirse de
forma reversible a receptores especificos expuestos sobre las superficies
celulares de diversas células efectoras, induciendo los sintomas de la alergia,
Dos son los tipos de receptores a los que esta molécula puede unirse: los
receptores de alta afinidad (Fc.R1, Ka= T M), expuestos sobre las
membranas de los mastocitos y de los basofitos (Metzger, 1991; Metzger y
Kinet, 1989) v los receptores de baja afinidad (Fc,R2 0 CD23, Ka= 1’ a
1()‘8) que se encuentran sobre las superficies celulares de los linfocitos B,

monocitos, macrofagos, eosinofilos y plaquetas (Delespesse et af, 1990)).

Los primeros experimentos para determinar la zona de la moiécula que se
unia al receptor, demostraron que ésta se producia en ambos a través del
fragmento (Ishizaka ¢t «f, 1970). Hoy en dia se sabe que las secuencias de
aminodcidos implicadas en la unidon a los dos tipos de receptores, son

diferentes. La region de la molécula que se une at receptor de aita afinidad,
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INTRODUCCION

ha sido identificada muy recientemente, mediante técnicas de DNA
recombinante (Geha et al, 1985; Ishizaka et af, 1986; y Helm et ul, [988). Los
datos experimentales indican que esta regién es una secuencia de 76
aminodcidos, desde Gln-301 a Arg-376, situada entre los dominios C2y C 3.
No se conoce con tanta exactitud la porcion molecular responsable de la
union al receptor de baja afinidad, pero se sabe que se sitGa en la zona de

urtion de los dominios C3y C4.

1.1.2 Sintesis Igk

El conocimiento de los mecanismos de sintesis de la IgE asi como su
regulacion en los individuos sanos, permitird conocer las alteraciones gue se
producen en las personas alérgicas v disenar la terapia adecuada para evitar la
enfermedad.

Durante los altimos anos, este tema de estudio ha sido prioritario para
muchos laboratorios, disponiéndose hoy en dia de resultados experimentales
que han permitido conocer algunos aspectos de la sintesis de IgE y su
regulacian. Los trabajos mas interesantes en este campo han sido revisados
recicntemente por varios autores (Zubler ef al, 1987; Snapper et al, 1988;
Coftman et al, 1988; Mosmann y Coffman, 1989; Ishizaka, 1989, Vercelli y
Geha, 1989; Esser y Radbruch, 1990; Romagnani y Ricei, 1990; Romagnani,
1990); Finkelman et al, 1990); Ricci vy Rossi, 1991, Heusser ef ¢, 1991).

De estos estudios se concluye que existen procesos comunes a la sintesis de
fas demds inmunoglobulinas y otros especificos para la clase en estudio.
También se ha observado que existe gran dificultad de inducir
experimentalmente, una sintesis mantenida de IgE. Aunque se ha observado

que en la inmunpizacion de animales se produce una respuesta de IgE
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INTRODUCCION

paralelamente a la sintesis de IgG, esta respuesta es transitoria
desapareciendo a las 3-4 semanas, sin ser estimulada nuevamente en sucesivas
inoculaciones del antigeno. Solamente se¢ puede obtener una respuesta
mantenida en animales genéticamente predispuestos para ello, inmunizados
con dosis muy pequenas de un potente inmunodgeno y con el apropiado

adyuvante.

Todas las inmunoglobulinas son sintetizadas por células plasmaticas,
procedentes de la diferenciacion de linfocitos B. Los genes que codifican las
cadenas ligeras del tipo « se localizan en el cromosoma 2 y las de tipo » en el
22 y son los mismos para todas las clases. Los genes para los distintos isotipos
de las cadenas pesadas se encuentran localizados en el cromosoma 14,

activandose unos u otros en funcion de las sefiales recibidas por la célula.

Experimentalmente se ha observado que el linfocito B se transforma y
prolifera convirtiéndose en célula secretora de IgE mediante dos tipos de
estimulos. L.a primera seial la recibe la célula a través de un contacto fisico
con un linfocito T colaborador (Claman et «f, 1960; Davies et al, 1967,
Vercelli et «f, 1989). La segunda se produce cuando interacciona con [a
interleucina 4 (I1L-4), (Bergstedt-Lindquist ef «f. 1988; Del Petre et al, 1988;
Pene et al, 1988; Finkelman et al, 1988).

A pesar de que este mecanismo de induccion de sintesis de Igh es
aceptado de manera general, nuevas investigaciones sugieren que no es éste
el unico, existiendo vias de sintesis independientes de las células T (Brown et
al, 1987 Wodnar-Filipowicz et al, 1989; Gordon e af. 1990; Sarfati ef al, 1989)
otras independientes de la IL-4 (Heusser er «f. 1989; Smith et af, 1990) e

incluso existen evidencias experimentales gue indican que los linfocitos B
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INTRODUCCION

pueden espontdneamente convertirse en células secretoras de esta clase de

inmunoglobulina (Sarfati ¢f af, 1984; Delespesse et al, 1989 a).

i.1.2.1 Mecanismos de sintesis dependientes de las células T

Se han descrito dos posibles tipos de contactos entre las células By las T

que dan como resultado la induccion de la sintesis de la inmunoglobulina E:

a} El contacto afin, producido entre un receptor de membrana del linfocito
T, altamente especifico para el antigeno y péptidos de éste Gltimo expuestos.
en asoclacion con una proteina de la clase 1 del MHC, sobre la superficie
celular del linfocito B. Este tipo de interaccion es comdn para todos los
procesos de nduccidn de una respuesta inmune humoral y provocan la
activacion del linfocito. La senal especifica para el cambio de clase depende
de los mediadores liberados por la célula T que participé en el contacto. Las
células T inductoras de la sintesis de Igk son secretoras. entre otros
mediadores, de interleucina 4 (Mitchison, (977, Vitteta ef af, 1989; Ziegler,
1981)

b) El contacto no afin, en el que la union de la célula T con el linfocito B se
produce a través de un receptor desconocido, quizds relacionado con el
antigeno CD40. Aunque este mecanismo no estd todavia bien estudiado, se
sabe que este tipo de unidn se lleva a cabo de forma inespecifica e
independiente de la restriccion genética (Parronchi et al, 1990; Jabara et al,
1990)).

Cuando el contacto entre los linfocitos es de tipo afin se producen IgEs

altamente especificas para el antigeno, mientras que si el contacto es no afin
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se induce una sintesis de IgE policlonal. Esta Gltima forma de induccion se

produce en reacciones alérgicas intensas y en parasitosis.
1.1.2.1.1  Sintesis mediante contacto afin

En este tipo de sintesis, es necesario que el antigeno haya sido previamente
procesado tanto por el linfocito B que va a ser estimulado, como por las
células presentadoras de antigeno que van a activar al linfocito T implicado

en el contacto.

Los antigenos son fagocitados por las células presentadoras de antigeno e
internalizados  en  unas vacuolas  digestivas  donde se fragmentan
adecuadamente. Seguidamente los fragmentos son procesados en el interior
vacuolar para que puedan asociarse a una molécula del MHC de la clase 1y
ser expuestos, asociados, sobre la superficie de la célula. Esta union es posible
que se produzea en la misma vacuola digestiva, ya que existen datos
experimentales en los que se describe la presencia de la proteina del MHC en
la membrana vacuolar (Ziegler y Unanue, 1982: Unanue, 1984; Creswell,
1985; Monaco, 1992.). Tras la asociacion, la vacuola se fusiona con la
membrana citoplasmatica, dejandoles expuestos sobre la superficie celular. El
reconocimiento del antigeno por la célula T sobre la célula presentadora de
antigeno, se lleva a cabo a través de un receptor especifico (TCR), en unién
con un complejo proteico formado por cinco proteinas (conocido como CD3)
y con otros antigenos de membrana como el CD4, que reconoce la molécula
de la clase I1. Dentro del receptor existe una zona similar a la zona variable de
las inmunogiobulinas, con capacidad para reconocer especificamente al
antigeno (fig 1.1). Una vez producida la union y con intervencion de la

interleucina 1, se produce la activacion y lu proliferacion de clones de células
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Figura 1.1

Reconocimiento especifico de un fragmento del antigeno, expuesto en
asociacion al MHC 11 sobre la membrana de la célula presentadora de antigeno,
a través del receptor TCR del linfocito T, de las proteinas asociadas del CD3 y
del CD4.
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T especificos para ese antigeno. Estas células T activadas reconoceran, a
través del mismo receptor, al antigeno fragmentado y expuesto en asociacion
con la molécula de la clase I, sobre la superficie del linfocito B. Tras esta
union se produce la estimulacion, y la célula B prolifera v se transforma en
célula plasmatica secretora. Si la célula T no estuviera activada, la union a
través de este mecanismo induciria su activacion, actuando por tanto la célula

B como célula presentadora de antigeno.

El mecanismo por el que el linfocito B expone sobre su superficie al
antigeno, difiere con €] que llevan a cabo otras céiulas presentadoras. La
diferencia principal estd en la captacion del antigeno por ambos tipos de
células. Asi, mientras que la célula presentadora fagocita al antigeno de
manera inespecifica, el linfocito B se une al mismo de manera especitica
mediante las inmunoglobulinas de membrana. Tras la union, el antigeno es
internalizado mediante pinocitosis para ser procesado. Andlogamente con [as
células presentadoras, el antigeno es fragmentado y los péptidos moditicados,
mediante un proceso desconocido, para dotarles de capacidad de union con la
molécula de tipo IT del MHC. También se ha descrito que el antigeno puede
ser internalizado por el linfocito B mediante enddsmosis st las

concentraciones de éste son elevadas en su entorno {Vitetta ef af 1989).

Segin se expuso anteriormente, para que el cambio de clase a Igk se
produzca, el linfocito necesita la presencia de interleucina 4, la cual es
secretada por el linfocito T colaborador con el que se uni6é y también por

algunos monocitos y mastocitos.

Se ha determinado, mediante cultivos de linfocitos in vitro que el periodo

de tiempo transcurrido desde el contacto fisico hasta obtenerse una
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produccion optima de IgE es de 10 dias, teniendo que permanecer la
interleucina 4 en el medio al menos 6 dias. Este resuitado permite especular
que una célula T estimularia al linfocito B y otras células lejanas al lugar de
contacto, también podrian inducir el cambio de clase a través de la 1L-4
(Heusser, 1990).

Otro descubrimiento importante es gue, al menos en ratén, el linfocito T
es incapaz de producir I1.-4 si no existe un contacto previo con ta 1L-2y con la

propia [1.-4 aportada por otro tipo de células (Romagnani, 1991).

[.1.2.2 Mecanismos de sintesis independientes de las céiulas T

Resultados experimentales han puesto de manifiesto que los mastocitos,
activados a través del receptor de IgE, son capaces de liberar las mismas
interleucinas que producen las células T colaboradoras para la produccion de
IgE. induciendo de nuevo la formacion de este tipo de inmunoglobulina. Esta
via de sintesis representa un circulo vicioso en el mantenimiento de la
respuesta alérgica. Por otra parte, se ha observado que las células de bazo
No-B-No-T (NBNT) son productoras de [L-4 contribuyendo al mismo
proceso. También podrian estar implicadas en la estimulacion del linfocito T

nativo para convertirlo en linfocito T productor de 11.-4 (Ben-Sasson, 1990))

La secrecion de IgE por las células B pueden también ser inducidas por
monocitos en presencia de IL-4 e hidrocortisona. Este tipo de induccion
parece (ue requiere un contacto fisico entre las células implicadas, pero por

el momento se desconoce el proceso (Sarfati et af 1989).
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1.1.3 Regulacién de la sintesis de IgE

1.1.3.1 Regulacidn por antagonistas de la 11.-4

Se ha descrito que IFNy, INFo, TGF, v PGE2 son las sustancias que
antagonizan la accidn de la IL-4, siendo responsables de la inhibicion de la
sintesis de IgE inducida por esta intetleucina (Pene, 1988). En esta
modulacion también se regula la expresian del receptor FegR2, al cual se le

atribuye un papel regulador de los niveles de I¢E (Delespesse, 1989 b).

Recientes descubrimientos en el modelo murino, atribuyen la secrecion de
las diferentes citocinas reguladoras de la IgE a diferentes tipos de células T
colaboradoras. En estos modelos se define como célula Thl aquellas
productoras de I-2 y/o INFy y como célula Th2 a aquellas que producen
11-4, TL-5 e IL-6. La proporcion de Thl frente a Th2 se interpreta como el
mecanismo regulador de la sintesis de la IgE. Parece ser que un mecanismo
regulador equivalente existirfa también en humanos. Ultimamente se ha
descrito la existencia de un tercer tipo de célula T colaboradora, a la cual se
ha llamado Tho. En esta poblacion de células T la secrecion de interlencinas
estaria solapada con las otras dos poblaciones, produciendo 1L-4 ¢ 1FNy
(Killar, 1987; Romagnani, 1990ay 1991a).

{.1.3.2 Regulacion por autoanticuerpos

Recientemente se ha descrito la existencia de auto-anticuerpos dirigidos
contra la IgE, que regularian [os niveles de este tipo de inmunoglobulina en el

individuo.
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En este modelo se propone que la respuesta primaria del sistema inmune a
la presencia del alergeno estaria controlada por el repertorio de células T sin
diferencias significativas entre los individuos atopicos y los no atopicos. La
produccion  de IgE y de otros isotipos, induciria la produccion de
autoanticuerpos anti-idiotipo, iniciando una respuesta autoinmune reguladora
de los niveles de inmunoglobulina sintetizada. Se han descrito diferentes tipos
de autoanticuerpos, unos considerados como anafilactogénicos provocarfan el
entrecruzamiento de las IgEs v conducirian a la liberacion de mediadores
inflamatorios, otros regularian los niveles de IgE por diversos mecanismos
(Stadler, 1991).

1.1.3.3 Regulacion por factores de union a la IgE

Ishizaka et «f (1983), han descrito la existencia en el raton de un
mecanismo de regulacion en el que un grupo de células T (aquellas con
marcadores de superficie W3/25), liberan dos tipos de factores solubles con
capacidad de unidén a la IgE. Unos de ellos activarian la sintesis y otros la
inhibirfan. Aunque se han realizado muchos estudios sobre este mecanismo

no se ha encontrado en el hombre ninglin proceso equivalente.

[.1.3.4 Regulacion a través del receptor de baja afinidad Fe,R2

El receptor de baja afinidad (FcR2) existe como dos formas moleculares
diferentes las cuales difieren en su porcion citoplasmatica: el FeeR2a,
expuesto sobre los linfocitos B y el Fe.R2b sobre monocitos, macrofagos,

plaguetas eosindfilos asi como sobre los linfocitos B,
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El receptor Fc.R2a se presenta sobre la superficie celular de los linfocitos
B desempenando un papel regulador de la sintesis de IgE. Este receptor solo
se expone sobre linfocitos B maduros, no diferenciados a células plasmaticas,
que expresen IgM o IgD sobre su superficie. En estas circunstancias el
receptor posee capacidad para captar complejos inmunes de IgFE,
produciéndose un entrecruzamiento de los receptores que parece impedir la
activacion y diferenciacion de esas células v por lo tanto Ia sintesis de IgE.

(Safarti y Delespesse, 1988; Delespesse et af, 1989 ¢; Mac Donald, 1991)

Ademis de la multifuncionalidad del receptor de baja afinidad sobre las
membranas celulares, el FceR2 puede ser separado de éstas mediante un
proceso enzimdtico, convirtiéndose en una proteina soluble con una funcion
de induccion de sintesis de IgE opuesta por tanto a su funcion sobre la
membrana. Cuando la IgE se encuentra aumentada se une al receptor
impidiendo la accion enzimadtica y consecuentemente se inhibe la induccion

de la sintesis (Delespesse, 1989 b; Romagnant v Ricei 199()).

Aunque en un principio se tratd de asociar los fuctores solubles descritos
por Ishizaka ef «f (1983) con el receptor de baja afinidad, se ha podido

comprobar que son moléculas diferentes (Ishizaka 1989).

1.1.4 Procesos alterados en las enfermedades alérgicas

Paralelamente a los estudios de los mecanismos reguiadores de la sintesis
de IgE, se han estudiado las posibles alteraciones que se producen en ellos
dando lugar a la aparicién de los niveles elevados de esta inmunoglobulina en
los individuos alérgicos. Al igual que en los mecanismos reguladores, los
conocimientos actuales son todavia incompletos y solo se pueden describir

conclusiones e hipotesis derivadas de resultados experimentales aislados. Las
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evidencias sugieren que las alteraciones pueden ser multiples, que se
producen a diferentes niveles del proceso de la sintesis de 1gE, que tienen una
base genética y que varias asociaciones entre ellas dardn lugar al fenotipo

alérgico.

A continuacion se describen las principales alteraciones propuestas como

responsables de la alergia.

I.1.4.1 Alteraciones a nivel de la presentacion de antigeno

Inicialmente se ha tratado de usociar la respuesta andémala contra los
alergenos, con la existencia de alguna caracteristica quimica comin a todos
ellos gue permitiera un reconocimiento y una presentacion selectiva del
antigeno. A pesar de los andlisis moleculares realizados, no se ha podido
demostrar hasta ahora que esta asociacion quimica exista. Sin embargo, hay
evidencias que sugieren que en fos individuos aiérgicos, las células
presentadoras de antigeno poseen unas peculiares moléculas de la clase 11, las
cuales se unirian preferencialmente a determinados péptidos de las moléculas
alergénicas (Marsh, 1982). De esta forma estos péptidos son expuestos sobre
las células dendriticas en mayor proporcion que el resto de los péptidos
procesados v son reconocidos mas facilmente por el receptor especifico de las
célulus T, favoreciéndose 1a aparicidn de unos niveles altos de IgE especifica
contra elos. En este sentido se han descrito asociaciones significativas entre
tipos particulares de HLA y respuestas inmunes especificas contra diferentes
alergenos altamente purificados. Asi, los pacientes con HLA DR2/DW2
responden contra todos los homologos del antigeno ambrosfa V (Marsh et al,
1989) v Tos DR3/DW3 ticnen una respuesta preferente contra Loliump [ 1Ty

I (Ansars et af 1989 a). Estudios mas sofisticados asocian la respuesta contra
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los alergenos del lotium pIil a la presencia de una secuencia de aminodcidos
(gly-tyr-ser-thr-ser), conocida como EYSTS, en la primera region polimérfica
de las cadenas polipeptidicas DRgl del DR3, DR5 y DRW6 (Ansari ef ¢/ 1989
b). Estos resultados sugieren que al igual que la secuencia EYSTS es
importante en la presentacion del antigeno Lolium plll, otras secuencias

podrian estar implicadas en la presentacion de otros epitopos,

1.1.4.2 Alteraciones a nivel de los linfocitos T

Se ha descrito que la hiperproduccion de IgE podria estar relacionada con
un progresivo desarrollo en favor de los clones del tipo Th2, los cuales
producirian mucha IL-4 y muy poco o nada IFNy, favoreciendo la

colaboracién Th2-B y aumentando por lo tanto la sintesis de IgE.

Esta teoria se basa en las observaciones de [a composicion de las células T
de los infiltrados conjuntivales de los pacientes con conjuntivitis vernal. Se
encontrd que todas ellas eran CD4 + y funcionalmente eran secretoras de
[L-4 e IL-5 pero no de IFNy Romagnani (1991 b).

Sobre la base de los conocimientos actuales se ha asumido que en los
atopicos las condiciones que favorecen la expunsion de clones Th2 debe
contemplarse  tanto a  nivel de las  interacciones  célula
presentadora-alergeno-céluta T como a nivel de las citocinas que intervienen
en la maduracion de las células T, (IL-4, IFN~, IL1-(/CSIF y otras)

1.1.4.3 Alteraciones en la regulacion mediante autoanticuerpos

Segiin ¢l modelo de regulacion de la sintesis de IgE mediante

autoanticuerpos, en los individuos atopicos se habria perdido la capacidad de
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sintetizar  los  autoanticuerpos  beneficiosos,  sintetizando  aquelios
anafilactogénicos y permitiendo que un grupo de células B secretoras de Igk
escapen de esta regulacion, y la inmunoglobulina sea sintetizada a niveles
elevados sensibilizando a los mastocitos y basofilos. Un nuevo contacto con el

alergeno en el individuo atdpico agravaria la situacion (Stadler, 1991).

1.1.4.4 Alteraciones en el receptor de baja afinidad

Se ha descrito que los pacientes alérgicos expresan en exceso, sobre las
célulus B y sobre los monocitos, el receptor de baja afinidad de tipo FeR2b.
También se encuentra elevado y en relacion directa con los niveles de IgE el
receptor en forma soluble. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en
estas circunstancias se favorece la sintesis de Iglk. Por otra parte, el aumento
de expresion del receptor es reflejo de un desequilibrio en la produccion de
IL-4 ¢ TFNy (Delespesse, 1989 b).

1.1.5 Células efectoras en las reacciones alérgicas

La IgE liberada por la célula plasmitica tiene capacidad para unirse a los
receptores de membrana de alta y baja afinidad expuestos sobre los diferentes
tipos de cétulas efectoras, inicidndose una cascada de sucesos que conducen a
las manitestaciones clinicas de la alergia. Los receptores de alta afinidad se
encuentran expuestos sobre la superficie de la membrana celular de
mastocitos v basofilos, v los de baja afinidad sobre monocitos, macrdfagos,

plaquetas y eosindfilos, asi como sobre los linfocitos B.
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1.1.5.1 Mastocitos y baséfilos

Los sintomas clinicos en los procesos alérgicos e inflamatorios son
inducidos por potentes mediadores quimicos liberados, en su gran mayoria,
por los mastocitos y los baséfilos. Ambos tipos de células presentan

numerosas caracteristicas morfologicas y funcionales en comin.

Cuando una IgE se une a un receptor de alta afinidad (FeR1) del
mastocito o del basofilo, se dice que estas células se encuentran
sensibilizadas. Si en estas condiciones se les expone a la presencia de un
antigeno multivalente, se produce la union de dos IgEs a través del antigeno y
se entrecruzan los receptores de membrana (Ishizaka, 1977; Segal, 1977;
Ishizaka, 1984). Como consecuencia del entrecruzamiento se producen una
serie de transformaciones bioquimicas vy ultraestructurales de las membranas
celulares (Ishizaka, 1979, 1980, 1981, 1982, 1984 Lichenstein y Margolis 1968;
Winslow y Austen, 1984) que favorecen su fusion con las membranas de los
granulos citoplasmaéticos, liberando al exterior los mediadores quimicos que
contienen (Ho vy Orange, 1978; Kennerly er al. 1979). Dentro de éstos se
incluyen histamina, proteasas, proteoglicanos y factores quimiotacticos. Tras
el estimulo antigénico también se produce lu activacion de diversas enzimas v
se liberan productos metabdlicos resultantes de la accion de éstas sobre los
lipidos de la membrana celular a través de Ta ruta del dcido araquidénico. St
este acido es metabolizado a través de una cicloxigenasa se liberaran
prostaglandinas y tromboxano A2, mientras que si se realiza a través de una
lipoxigenasa se liberardan leucotrienos, Estos procesos se conocen como
degranulacion anafilactica o exocitosis, y pueden ser también inducidos por

una gran variedad de agentes no especificos inmunoldgicamente tales como
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fragmentos del complemento, neuropéptidos, neurotransmisores, citokinas,

lectinas, etc.. (Adelman, 1991).

A pesar de las similitudes, existen diferencias claras entre el mastocito y el

hasofila a nivel morfologico, funcional e incluso en los productos hiberados.

Respecto a su origen biologico, ambos tipos de células se originan en la
médula Osea, pero mientras que los basofilos maduran en ella pasando
posteriormente al sistema circulatorio, los mastocitos maduran en el tejido
conjuntivo y en las cavidades serosas, donde permanecen una vez maduros.
Mediante microscopia electréonica se han podido detectar diferencias
morfologicas entre estos dos tipos de células, no detectables a nivel éptico.
Estas diferencias afectan a tamafio, forma, aspecto y disposicion del ntcleo y
contenido granular. Por otra parte, se ha descrito una variabilidad
morfologica de fos mastocitos dependiente del microentorno en el que se
localice, propiedad que no poseen los basétilos. Con respecto a liberacion de
mediadores, las diferencias  son cuantitativas a excepcion de las

prostanglandinas 2, que no son sintetizadas por los basdéfilos (Gleich, 1991).

1.1.5.2 Eosindtilos

Estas células se encuentran en proporciones muy aumentadas durante los
procesos alérgicos, en las zonas de contacto con el antigeno. Esto es debido,
entre otras causas, a que durante la hiperproduccion de 1gE se liberan 1L-5 en
altas proporciones por ¢l linfocito Th2, estimulando la diferenciacion de
eosinofilos y atrayéndoles al lugar de la reaccion. También son atraidos por

diversos factores quimiotacticos liberados por los mastocitos y los basofilos.
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Su papel efector consiste en liberar, tras su estimulacion, el contenido de
sus granulos, destinados a destruir dianas grandes no fagocitables (los
pardsitos por ejemplo). Estas sustancias liberadas contienen proteinas que
inactivan la histamina y otras sustancias liberadas por los mastocitos vy
basofilos, por lo que se le ha asignado un papel amortiguador de la
inflamacion. Se ha demostrado recientemente gue el eosinofilo también
libera una proteina {proteina bdsica principal), ta cual dana claramente el
epitelio pulmonar, por lo que la funcién efectora de esta célula representa

para el individuo alérgico un daio mas que un beneficio (Gleich, 1991).

1.1.5.3 Otras células efectoras

El receptor de baja afinidad expresado sobre monocitos, macrofagos y
plaquetas se encuentra implicado en los mecanismos de citotoxicidad
mediados por IgE, en la liberacion de mediadores v en la fagocitosis de
particulas unidas a IgE. También es capaz de unir complejos IgE-alergeno
sobre algunas de estas células siendo después internalizado el complejo y el
alergeno procesado para ser presentado a la célula T. Este mecanismo es por
lo tanto selectivo para la presentacion del alergeno y puede representar una
potenciacion de la respuesta de IgE especifica para ese antigeno (Ballow,
1991).

1.1.6 Los alergenos

Se conoce con el nombre de alergenos a aquellas sustancias antigénicas
capaces de inducir la sintesis mantenida de IgE v de unirse a ella provocando
una reaccion alérgica. Resultados experimentales han puesto de manifiesto

gue todas las sustancias antigénicas para un individuo pueden potencialmente

CAP: 1 rac.: 20



INTRODUCCION

provocar una respuesta de IgE si se exponen al sistema inmune de forma
apropiada. Se ha comprobado que son factores determinantes para que esto
se produzca las caracteristicas genéticas del individuo, bajas dosis de
exposicion al antigeno y la ruta de entrada en el organismo (Marsh et al, 1972;
Levine ef af, 1973; Marsh, 1975).

Las sustancias identificadas como alergenos proceden de muy diversas
fuentes tales como hongos, polenes, dcaros, alimentos, insectos, epitelios,
heces. venenos, bacterias, invertebrados marinos etc.. y representan un

pequeio porcentaje del total de sus componentes (Baldo y Donovan, 1988).

Ante fa gran variedad de moléculas alergénicas que existen en la
naturaleza, surge Ia necesidad de conocer sus caracteristicas fisicoquimicas,
para analizar si existen caracteristicas comunes a todas ellas que sean
responsables de la aparicion de la enfermedad. Uno de los objetivos actuales
es la identificacion de la parte de la molécula implicada en la reaccién
{determinante alergénico), hecho que permitird saber si existen
determinantes alergénicos comunes a varios alergenos de distintas fuentes, si
solo son comunes entre los alergenos de una misma fuente, si cada alergeno
posee sus propios determinantes y si la porcion motecular del alergeno es a su
vez un determinante antigénico. Ast mismo permitird conocer la forma en
que la molécula interacciona con el sistema inmune, abriendo nuevas
posibilidades en la terapia de la enfermedad. Todos estos estudios requieren
que los alergenos sean previamente purificados y bioguimicamente

caracterizados.

Hasta el momento se han aislado y caracterizado algunos alergenos,

aunque todavia son insuficientes. La recopilacion de datos experimentales y

CAP: 1 prai: 21



INTRODUCCION

revisiones de diferentes autores, (King, 1976: Marsh, 1975; Marsh ef al, 1987;
Lowenstein H., 1983; Baldo y Donovan, 1988: Baer et af, 1988) permite
afirmar que los alergenos son en su gran mayoria proteinas, algunas de ellas
glicosiladas, con pesos moleculares comprendidos entre 5y 70 kDa, con una
mayor proporcion de aguellas con masa molar entre 20 y 45 kDa. Esta
caracteristica fisica de los alergenos estd de acuerdo con el hecho de que las
mucosas poseen una permeabilidad restringida para las moléculas de gran

tamano.

Con respecto a su carga, la mayor parte de ellos poseen un punto
isoeléctrico dcido (entre 3 y 6) o bésico {(entre 8 y 11), existiendo tan solo un
pequefo porcentaje neutro. Muchos alergenos poseen caracteristicas
fisicoquimicas e inmunologicas idénticas difiriendo solamente en su punto
isoeléctrico. Estas diferencias pueden deberse al grado de glicosilacion que
posean, aunque también se ha descrito que las diferencias entre estos
alergenos puede residir en el grado de amidacidn o bien ser diferentes
variantes genéticas. Al conjunto de alergenos estructuralmente relacionados
se les denomina isoalergenos (Johnsson y Marsh, 1965). También se han
estudiado fas funciones bioldgicas de algunos alergenos purificados para
detectar s1 éstas guardaban relacion con la alergenicidad de las moléculas
pero se han encontrado que poseen muy diversas funciones, muchos de ellos
poseen actividud enzimdtica (fosfolipasas, esterasas, amilasas, proteasas,
celulasa...etc) otros son proteinas transportadoras, citocromos ete {Hubscher

y Eisen, 1972; Stewart ef al, 1990).

Con el fin de establecer de entre todos los alergenos aquellos de mayor
interés se ha definido como alergeno mayoritario a toda sustancia que al

menos el 509 de los pacientes senstbles al extracto en ¢l que se encuentran,
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poseen IgE especifica contra él, reaccionando positivamente si se produce el

contacto { Lowenstein, 1978; Weeke, 1973).

1.1.6.1 Nomenclatura de los alergenos

Durante los ultimos 20 anos se han ido purificando y caracterizando
bioquiniicamente  alergenos de muy diferentes fuentes, recibiendo
denominaciones muy variadas lo cual ha creado un cierto confusionismo. Con
objeto de clarificar esta situacidén la Union Internacional de Sociedades de
Inmunologia (IUIS) ha creado un subcomité para desarroilar un sistema de
nomenclatura (Marsh et af, 1986; Marsh ef al, 1987). Se propone designar a
los alergenos por las tres primeras letras del genero de la fuente de
procedencia del alergeno, seguido de la primera letra de la especie y de un
nimero romano que indica el orden en el tiempo de purificacion del
alergeno. En el caso de denominar a un alergeno no purificado, pero
hioguimicamente caracterizado, la denominacion es la misma, a excepeion del
nimero de orden. Dicha numeracion se refiere a su movilidad anddica, si la
caracterizacion se hizo mediante inmunoelectroforesis cruzada, empezando
por el alergeno de mayor movilidad. Si la identificacion se hizo mediante
SDS-PAGE o isoelectroenfoque, 1o pomenclatura es jgual pero cambiando el
numero de orden o movilidad por ¢l Pl y/o el PM (en kilodaltons) de la banda
(Bd).

1.2 EL GRANO DE POLEN: ASPECTOS BOTANICOS

En los ciclos ontogénicos de los animales y de algunas algas, las unicas
células haploides son los gametos; sin embargo, la gran mayorfa de las plantas

poseen un ciclo de vida basado en una alternancia de una fase haploide y otra
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diploide. El individuo diploide (esporofito) no forma gametos sino esporas,
las cuales son c¢€lulas con dotacidn haploide pero sin capacidad de
fertilizacion. Estas células se dividen mitdticamente dando lugar a una

estructura haploide (el gametofito) en la cual se producira el gameto.

El gametofito y el esporofito pueden ser dos entidades independientes o
pueden estar unidos en un mismo individuo (gametofito sobre esporofito o
viceversa). En las plantas mds primitivas, como los musgos, el gametofito es
una estructura perenne compuesta por miles de células, mientras que el
esporofito es una estructura temporal formada por solo unos cientos de
células las cuales viven y se nutren del gametofito. A medida gue se asciende
en la escala evolutiva, el gametofito disminuye en tamano y en nimero de
células, mientras que el esporofito aumenta en tamafno y en complejidad
anatémica.

El grano de polen es el gametofito masculino de los espermatofitos
(angiospermas y gimnospermas), representando por tanto la generacian
asexual de este tipo de plantas. La naturaleza del grano del polen es la de una
microspora que ha perdido su capacidad de gerntinar por si sola para dar

lugar a la formacion de una planta avténoma.

1.2.1 Maorfologia del polen de las angiospermas
El polen de las angiospermas estd formado por tres capas principales

concéntricas.

La capa central: formada por la célula vegetativa con un citoplasma sin
significacion especial. Esta célula es en principio unicelular y haploide, por
haber sufrido una division reducional. Poco después sufre una division

nuclear, sin membranas divisorias, que dard lugar a la aparicion de dos
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nicleos diferentes: el nicleo vegetativo y el generativo. Dependiendo de ta
especie a la que pertenezcy, éste dltimo puede encontrarse dividido en dos
(nacleos espermaticos) antes de ser liberado a la atmasfera, o bien dividirse

posteriormente durante la emision del tubo polinico.

La capa media: es la inting, qgue envuelve a la célula polinica en su
totalidad, de una manera aparentemente uniforme. Su composicién quimica
es confusa ya que aunque es totalmente aceptada su composicion celuldsica,
hay discrepancias en cuanto al porcentaje (Sittle, 1960; Brooks y Shaw, 1968).
También se han descrito como componentes de la intina determinadas
sustancias pécticas, calosa, polisaciridos y proteinas algunas de ellas con
funcion enzimatica (Knox y Heslop-Harrison, 1969). Existe una zona
engrosada por encima justo de la intina que parece tener una composicion
quimica diferente, enriquecida en sustancias  pécticas, denominada
Zwischenkorper (Fritzsche, 1837), cuya funcion estd relacionada con el

desarrollo del tubo polinico.

La capa externa: es la exina formada por una sustancia llamada
esporopolenina. la cual es extremudaimente resistente. Bioguimicamente
Brooks y Shaw (1968) establecen que esta sustancia se forma mediante una

polimerizacion oxidativa de carotenos y esteres de carotenos.

En una exina tipica es posible diferenciar dos capas (Fritzsche, 1837), la
capa Iinterna que se le denomina endexina y la externa o ectexina. La
separacion entre una y otra se establece por sus diferentes capacidades de
tincion y resistencia a la acctdon quimica, siendo por el momento desconocida

la naturaleza bioguimica de tales diferencias.
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Morfoldgicamente la endexina tiene una estructura homogénea, excepto
en las zonas de las aperturas polinicas. La ectexina por el contrario estd
compuesta por pequenos elementos en forma de barras, radialmente
distribuidas. El desarrollo y la distribucion de éstas es la base de la

variabilidad morfolégica de la exina (Walker, 1976).

La ectexina podria contemplarse como una estructura formada a su vez por
tres capas: la capa externa denominada tectum, la capa media, conocida como
columnela o bdcula y la capa interna o capa basal que se le llama "foot layer".
Geométricamente el tectum y la capa basal pueden ser consideradas como
fusiones de las partes distales o proximales de la columnela respectivamente.
De acuerdo con Potonié (1934) hay que distinguir entre estructura (textura} y
escultura de la exina. El término estructura comprende todos aquellos
caracteres que son debidos a la forma y disposicion de los elementos de la
exing, mientras que ¢l término escultura comprende las caracteristicas
externas sin reterencia a su construccion interna. Estas caracteristicas
morfologicas de las exinas ayudan a la identificacidon de la especie a la que
pertenece un grano de polen. En la figura [2 estdn representados los

principales tipos de estructuras y esculturas de los diversos polenes.

1.2.1.1 Aperturas

La mayoria de los polenes presentan sobre su superficie externa zonas en
las que la pared se dehilita, a fin de llevar a cabo funciones probablemente de
intercambio de sustancias con el exterior, acomodacion del volumen del
polen o zona de emision del tubo polinico (Faegri e lversen, 1989).

Colectivamente se les denomina aperturas, pero de acuerdo con su
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Figura 1.2

Principales tipos de estructoras (izquierda} y de escolfuras (derecha) de los diversos polenes.
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morfologia reciben el nombre de: poros, si son formaciones mas o menos
circulares, incluso elipticas o colpos sl son hendiduras. A veces es dificil
diferenciar entre un poro eliptico o un colpo existiendo formas posiblemente
de transicion entre uno y otro ya que filogenéticamente el poro parece ser un

colpo evolucionado.

Las aperturas se producen tanto a nivel de ta ectexina como de la endexina
aungue con diferentes grados. En algunos pdlenes la apertura de la ectexina

coincide con la de la endexina pero en otros no.

Hay polenes en los que algunos elementos de la exina quedan aislados en
fa region de la apertura como rodeados de una fina membrana. A tal
estructura se le denomina opéreula. En el poro se presenta como un disco
central, mientras que en el colpo forma una franja en el centro de la
hendidura. Los extremos de la exina en las aperturas puede encontrarse como
el resto de la exina o presentar unos bordes. En palenes intectados los bordes
se observan como un cambio de tamano o de densidad, mientras que en el
tectado y semitectado los bordes de las aperturas son frecuentemente mis
finos o mds gruesos que el resto de la exina. El borde de la ectexina que rodea
al poro se le denomina anulus y al que rodea al colpo margo. Un
engrosamiento de la endexina acompanando a la apertura se le denomina

costal.

El mimero y disposicion de las aperturas varia entre especies siendo ambaos

importantes para la identificacion de la especie a la que pertenece el polen.

En la figura 1.3 se presenta una clasificacion de los polenes atendiendo a

las caracteristicas de las aperturas (Faegri e Iversen, 1964).
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Figura 1.3

Clasificacion  de los  diferentes tipos de podlenes atendiendo a las
caracteristicas de sus aperturas.
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1.2.2 Formacion del grano de polen de las angiospermas
Los granos de polen de las angiospermas se desarrollan en los sacos

polinicos de las anteras.

Una antera joven estd formada por una masa de células meristematicas
rodeadas por una epidermis. A medida que la antera se desarrolla, cuatro
grupos de células  arquesporiales, correspondientes  a los  cuatro
microsporangios, se van diferenciando para dar lugar por un lado a las
diferentes capas de la pared de la antera (epidermis, endotecio, capa media y
tapetum) y por otro lado a cuatro grupos de células precursoras de las

microsporas (células madre del polen).

La meiosis de las células madre del polen inicia el proceso de desarrollo
del polen. Consiste en dos divisiones que van a dar lugar a cuatro microsporas
unidas por una pared de calosa. La formacion de la pared de cada una de las
microsporas, puede llevarse a cabo durante la division celular o
inmediatamente después. Posteriormente la calosa que une a la tretada es
disuelta por enzimas procedentes del tapetum. Una vez liberadas las
microsporas, comienzan a desarrollarse creciendo de tamano y finalizando la
formacion de sus propias paredes. Sufren asi mismo una division asimétrica
que va a dar lugar a la célula vegetativa y a la célula generativa, quedando la
ultima en e! intenor de la primera. En ta mayor parte de los pblenes de las
angiospermas la célula generativa sufre una nueva division mitotica dando
lugar a la formacion de dos gametos masculinos antes de que el polen sea
liberado. Los nuirientes que las células necesitan para estos procesos lo
toman de un fluido que llena el saco polinico, de origen tapetal. Este

desarrollo continua hasta poco antes de su liberacion.
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Paraletamente al desarrollo del grano del polen, las paredes de la antera,
principalmente el tapetum, van sufriendo una serie de transformaciones que
facilitan el aporte de sustancias necesarias para la formacion del grano de
polen y preparan a Ja antera para su desecacion, hecho que permitira que éste

sea liberado a la atmosfera,

1.2.3 Polinizacion

Para que un grano de polen alcance su estigma necesita ser transportado
desde la antera en la que se forma hasta el drgano femenino, recorriendo una
cierta distancia mds o menos larga. Este fenémeno es conocido como
polinizacion. El vector de transporte puede ser abidtico, generalmente el
viento, excepcionalmente el agua, o bidtico predominantemente insectos,

aunque tumbién pueden transportar el polen otros animales, incluso no

voladores.

1.2.4 Germinacion del grano de polen

La germinacion es el suceso morfogenético mas critico para que el polen
ultime su funciom: liberar el gameto masculino en el saco embrionario. Para
gue este proceso se lleve acabo con éxito se requieren unas condiciones
determinadas. Asi, se necesita que el grano de polen se hidrate de manera
adecuada (Heslop-Harrison, [979; Shivanna et «l., 1983; Bar-Shalom vy
Mattson. 1977), que en el medio existan una fuente de carbohidratos (Tupy,
1960}, un nivel optimo de boro (Schmucker, 1933) y de calcio (Brewbaker y
Kwack, 1963). Para que el proceso se finalice con éxito, también son
necesarias  otras  sustancias como  hormonas, vitaminas v determinados

aminodcidos que son aportadas por el estigma de la planta (Shivanna y Johri,
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1989). El pH del medio parece jugar un papel importante en el proceso de
germinacion, habiendose descrito que el polen de algunas especies libera
sustancias con capacidad tamponante para asegurar el pH necesario en el
medio (Shivana y Johri, 1989).

La germinacion es por tanto resultado de la intercomunicacion que existe
entre el polen y su estigma. En funcién de las sustancias intercambiadas por el
polen con el medio himedo, la célula vegetativa inicia o detiene el
crecimiento del tubo polinico. Cuando la hidratacién se produce fuera del
estigma adecuado, el nimero de procesos hioldgicos que se suceden, antes de
gue se produzca el aborto de la germinacién, varian apreciablemente de
especie a especie y ademds es dependiente de los nutrientes del medio en que

se encuentre el polen.

El intervalo de tiempo desde gue el polen se hidrata hasta que se (nicia la
emision del tubo polinico varia mucho entre los distintos pdlenes, oscilando
entre unos pocos minutos y muchas horas. Esta duracion esta relacionada con
la tasa y el nivel de desarrollo mitocondrial. En los polenes con mitocondrias
mads organizadas (polenes tricelulares) este periodo es corto mientras que en
aquellos que estin pobremente desarrolladas se requiere espacios de tiempo

mas prolongados (polenes bicelulares).

Durante la germinacion, el aparato de Golgi pasa de un estado quiescente
a otro activo formador de vesiculas y aparecen polisomas y vacuolas en el

citoplasma (Larson, 1965; Cresti et al, 1977).

El tubo polinico emerge a través del poro germinativo, en €l cual no existe
la exina o se encuentra recubierto por una fina capa de ésta. La emergencia

del tubo es generalmente una extension de la intina, la cual ha perdido su
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rigidez debido en parte a la accion de las hidrolasas de la pared y en parte a la
debilitacion de las uniones entre microfibrillas que se produce tras la

hidratacion del polen (Heslop-Harrison, 1979). Tan pronto como el tubo

nucleo
generativo

Hieon
pgetativo

e
vegetativo

desvanecido

Figura 1.4

Representacion esquematica de un grano de polen y del proceso de germinacion. A la derecha se
observa la penetracion del tubo polinico desde el estigma hasta el rudimento seminal.
emerge se va insertando ordenadamente nuevo material para que continie el
crecimiento. Gran parte de éste proviene de vesiculas que se fusionan
aportando al proceso su material constitutivo, asi como los azicares que

contienen (Rosen, 1971).
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Una vez formado el tubo polinico la célula generativa (o los dos nicleos
espermiticos) y el nicleo vegetativo se desplazan a través de é1 hasta el dpice
del tubo para gue puedan ser liberados y ulcanzar la ovocélula. Este
movimientn parece producirse a través de los microfilamentos contractiles del
tubo, o incluso algunos autores describen que el movimiento se produce a
través del establecimiento de un campo eléctrico (Weisenseel y Jaffe, 1976).
Durante el proceso de emision del tubo polinico el polen continta su
intercambio de sustancias con el medio en el que estd germinando. (figura
1.4)

1.3 LOS POLENES EN LOS PROCESOS ALERGICOS

Los polenes que se encuentran en la atmosfera, principalmente los de las
plantas anemogamas, son los responsables de la mayor parte de las alergia
estacionales. Este tipo de alergia se caracteriza por la presencia de sintomas
bronquiales, oculares y nasales asociados en algunos casos con malestar
general, pérdida del apetito, trritabilidad y depresion, durante determinados
periodos del ano. Al conjunto de sintomas se les denomind fiebre del heno,
pero debido a que entre ellos no se han descrito cuadros febriles, actualmente
se les conoce como polinosis (Falgiani, 1990). Para que un polen alergénico
induzca los sintomas se requiere que éste se encuentren en el medio
ambiente en concentraciones superiores a 50 granos por metro ctibico, siendo
los sintomas mas severos a concentraciones e¢levadas (Davies y Smith, 1973).
La cantidad de polen presente en el medio ambiente depende del drea
geografica y de sus caracteristicas climaticas (Sotomon, 1984; D'Amato et al,

1988; Subiza, 1980). Las plantas de interés alergologico son, por lo tanto,
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diferentes segn los paises v regiones de residencia de los enfermos. Dentro
de las plantas alergénicas hay que considerar que aquellas que posean
periodos de polinizacion largos son las mds daninas, ya que prolongan la

duracion de los sintomas con claro perjuicio para el paciente.

1.3.1 Plaatas de interés en alergia

No es ficil determinar cuales son las plantas de interés alergoldgico,
principalmente porgque los estudios sobre este tema son todavia incompletos,
y quedan posiblemente por describir muchas de ellas. Asi historicamente se
han considerado a los polenes de las coniferas como poco reactivos, pero en
los altimos anos se han incrementado las referencias que implican a estos
pilenes en los procesos alérgicos, principalmente entre aquellos de las
cupresdceas y las taxodidceas (Yoo ef af, 1975; Yasueda er «f, 1983; Bousquet

et al, 1984 Bulcholtz er af, 1985 vy Panzani et ul, 1986).

Constderando tan solo los polenes de plantas que causan problemas 4 una
gran parte de la poblacion mundial v que estén bien caracterizados, las
plantas  de  interés  alergoldgico  pertenecen o las  siguientes  familias:
Gramineae, Compositae, Chenopodiaceae, Amarantaceae, Urticaceae,
plantaginaceae, oleaceae, Betulaceae, Fabaceae, Moraceae, Ulmaceae y

FFagaceae.

1.3.2 Los polenes de las gramineas

A escala mundial, Jas gramineas son claramente las plantas alergénicas mas
importantes. Esta familia estd formada por alrededor de 10000 especies las
cuales crecen abundantemente por todo el mundo excepto en algunas zonas

desérticas. Por otra parte son cultivadas en grandes extensiones como
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céspedes de jardines y parques, pastos para el ganado y cereales para la
alimentacion humana. De esta forma, la contribucion de las gramineas a la
concentracion de polenes alergénicos ambientales es alta. También hay que
considerar que debido a su proximidad evolutiva, la mayor parte de los
alergenos del polen de una graminea poseen determinantes antigénicos
comunes a los de las demds y que teniendo en cuenta que entre ellas existen
diferentes periodos de polinizacidn, los sintomas de polinosis debidos a las

gramineas se mantienen durante varios meses.

La clasificacion de las gramineas y el grado de alergenicidad de sus polenes

se muestra en la tabla I (Falagiani, 1990).

1.3.2.1 El polen del centeno

De todas las gramineas mayoritariamente cultivadas, el centeno es una de
las pocas que posee una auténtica polinizacion a través del viento. Este hecho
provoca, que durante la época de polinizacidn se acumulen grandes
cantidades de éste polen en las zonas proximas a los cultivos, induciendo
sintomas agudos en las personas sensibilizadas que habitan a sus alrededores.
En otros cereales como trigo, cebada o avenu la polinizacion es autdgama. por
lo que su contribucion al desencadenamiento de los sintomas alergicos es

€SCasd.

Tradicionalmente se ha considerado gue el polen del centeno contiene
alergenos no presentes en otros polenes de las gramineas (Benjamins, 1931),
por lo que durante muchos anos, en algunos paises con grandes extensiones
de cultivo de este cereal, se ha suplementado la inmunoterapia contra

gramineas con extractos de polen de centeno. Estudios posteriores han
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FAMILIA ~ SUBFAMILIA GENERO ALERGENICIDAD
Poaceac Festucoideae Agropyron *
(v (FHEEY Agrostis %%
Alopercus "
Anthoxanthum
Arrhenatherum *
Avena
Bromus o
Dactylis ek
Festuca *k
Holcus *
Hordeum
Volium *oa
Phalaris *
Phleum wEE
Pua *
Secale
Triticum
Eragrostoideas Bouteloua
{*+*) Cynodon *obx
Distichhs
Eragrostis
Panicoideac Andropagon
{(*) Pasapalum *
Saccarum
Sorghum
o
Arundinoideae Arundo
(*) Phragmites *
Cortaderia *
Oryzoideue Oryza *
(")

TABLA 1}

Gramineas alergénicas y grado de importancia en alergenicidad de sus polenes:¥*#¥* = Jag
mis adergénica, *% = alergénica, ** = levemente alergénica, * = algo alergémics, sin
asterisco = paco alergénica o poco estudiada

discutido esta consideracion al no encontrar, en la experimentacion
inmunoguimica empleada, diferencias entre sus componentes y los de pdlenes

de otras gramineas (Rudolph ef al. 1978; Lowesntein et af, 1984).
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Botédnicamente, el polen del centeno ha sido muy estudiado por su interés

en la produccion de este cereal (Heslop Harrison, 1979).

Describimos a continuacion algunas caracteristicas de los pélenes de las
gramineas, resaltando las distintivas del polen del centeno, por ser éste la
hase de estudio del presente trabajo. En la figura 1.5 se muestra la imagen del
poien de centeno observada mediante microscopia electronica y se describen

sus principales caracteristicas fisicas.

1.3.2.2 Aspectos morfoldgicos y quimicos
a) La pared

Los polenes de las gramineas poseen una pared en la que se diferencia una
exina y una intina. La exina es tectada con una bidcula corta. El espacio del
lumen representa un 30% del volumen total de la exina. La superficie del
tectum es ligeramente esculturada con un patron granulade en el que se
observan unas pequefas espinulas, no perforadas. Se pueden diferenciar una
ectexina y una endexina ambas perforadas por numerosos canales. La vinica
apertura de la exina es operculada observindose en el opérculo una
estructura igual que la del resto de la exina. La naturaleza quimica de esta
estructura sigue siendo en el momento acwal objeto de estudio aungue las
evidencias citoguimicas sugieren que estd formada bdsicamente por
esporopolenings con una homogeneidad entre sus dos capas. Se ha descrito
para la mayoria de las anglospermas que los espacios de la exina se Henan de
material proteico procedente del tapetum, sin embargo en las gramineas estas

cavidades aparecen vacias desde el comienzo de la formacion de la intina.
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Figura 1.5

Imagen tomada mediante microscopia electronica del polen de centeno. En el centro de la imagen se
observa la gunica apertura de este polen gque es operculada y con una dimension de 5 u de didmetro. Su
estructura es tectada, con un relieve supratectal granuloso de grianulos muy densos; en disposicion
rugulada, distribuidos homogéneamente por toda la superficie. Es un polen prolado esferoidal con un gje
mayor de 48 u.
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Tampoco se ha observado la capa lipidica de origen tapetal que actua tapando

los microporos de las exinas de otros palenes.

Inmediatamente por debajo de la exina se ha observado una capa que es
una prolongacion del Zwischenkdrper, denominada capa Z la cual es solo

visible en las zonas proximas a las aperturas,

La inting, se presenta engrosada en el polo apertural de grano. En esta
capa se encuentra un sistema de canales radialmente orientados que van

desde el plasmalema de la célula vegetativa hacia la capa 7.

Los componentes quimicos mayoritarios de la intina son polisacaridos
aunque se han detectado en esta estructura componentes proteicos
procedentes del citoplasma de la célula vegetativa que se han ido depositando
durante el proceso de formacion de la capa. Dentro de estas proteinas se han
identificado algunas enzimas con actividad dcido fosfatasa y esterasa (Knox y
Heslop-Harrison, 1970 a; Knox, 1971; Heslop-Harrison e al, 1975) La mayor
concentracion proteica se detecta en la zona apertural. Mediante estudios
inmunocitoguimicos se visto, en diversos tipos de pdlenes incluidos los de
gramineas, que estas proteinas poseen actividad alergénica (Knox et al, 197();
Knox, 1971; Howlett et al, 1979; Knox, 1980).

b) La célula vegetativa

LLa membrana de la célula vegetativa del polen deshidratado no posee el
aspecto de ningan plasmalema; los limites del protoplasto estdn marcados por
masas opacas con propiedades de tincion de los lipidos. Las envueltas de las
mitocondrias y de los amiloplastos no guedan resueltas con claridad, ni se

distinguen los perfiles del reticulo endoplismico. Los mismos procedimientos

CAP: | rac.: 40



INTRODUCCION

de tincion para el polen hidratado ponen de manifiesto que las estructuras de

las membranas se encuentran reestablecidas.

Los amiloplastos son, con mucho, la estructura mayoritaria del polen de las
gramineas. En el polen del centeno madure se encuentran localizados
formando una gran masa en el polo opuesto a la apertura dejando libre de
almidon una franja situada justo debajo de ésta. Ademas de los amiloplastos,
otro componente muy abundante en el citoplasma del polen del centeno es
una densa poblacion de particulas esféricas mas o menos uniformes
denominadas particulas P. Estas particulas poseen componentes proteicos, y

se les considera como material de partida en la formacton del tubo polinico.

1.3.2.3 Deshidratacion

Los granos de polen de las gramineas experimentan un proceso de
desecacion 24-48 horas antes de que se produzea la antesis. En esta fase el
agua es Hberada a través de los microporos de la exina y de la intina, y a través
de la apertura de germinacion. La tasa de agua liberada depende del grado de
humedad de fa antera y por lo tanto del grado de humedad de la planta. Una
vez tiberado a la atmosfera sufre una segunda desecacion mas ripida y severa.
La finalidad biologica de esta desecacion es la disminucion de la actividad
metabodlica durante el periodo de tiempo que dura la polinizacion de forma
que quede asegurada la viabilidad del polen. Durante el proceso de
desecacion, la membrana de la célula vegetativa pierde su estructura lamelar,
por lo gue sus propiedades de permeabilidad y de barrera osmotica se ven
alteradas. Tras su hidratacion de forma controlada, las membranas recuperan
su estructura imicial asi como la capacidad para controlar el paso de los

solutos {fig 1.6). En el caso de que la deshidratacion sea muy severa se hace

CAP: 1 rac. 41



INTRODUCCION

dificil la restauracion de las caracteristicas de las membranas perdiéndose la
capacidad germinativa del polen. El grado de desecacion debe por lo tanto
mantener un equilibrio de forma que se disminuya el metabolismo y se evite

la modificacion irreversible de la estructura de membrana.

Las gramineas, en general, retienen un contenido de agua relativamente
elevado por lo que sus periodos de viabilidad son muy cortos, tan solo de

horas,

1.3.2.4 Germinacidn

Seguin lo descrito por Watanabe (1955), cuando un polen de una graminea
se pone en contacto con el medio acuoso del estigma, sufre las siguientes
fases: hidratacion, expulsion, resorcidon y germinacion. Los nutrientes
necesarios para que estas fases se lleven a cabo son sintetizados, en su
mayoria, durante el periodo de formacion del polen en la antera asi como al
momento de su liberacion al medio ambiente. No se requiere por tanto una
gran actividad metabdlica en el momento de su realizacién. Este hecho
permite que los polenes de las gramineas germinen a velocidades muy altas, la
mayot parte de ellas en menos de § minutos, v que algunas de las fases se
lleven a cabo en cualquier medio hiimedo, siendo tan solo el contacto con el
agua el factor que desencadena el proceso. Se ha descrito que el tiempo
necesario para que germine un polen de centeno, sobre el estigma adecuado,
es tan solo de 90 segundos (Heslop-Harrison 1982). De ellos emplea 30
segundos en la fase de hidratacion, recuperando el plasmalema su capacidad
osmotica 10 segundos después. Se observan modificaciones sobre estos
tiempos cuando el polen se encuentra en otros estigmas. En esta fase el agua

penetra al interior del polen, hidratando los coloides citoplasmaticos hasta
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Figura 1.6

Esquema de la organizacion de los componentes de la membrana de la célula
vegetativa en estado hidratado (A) y deshidratado (B).

que la tension creada por la entrada de agua, es compensada con 1a tension de
la pared. En este momento la concentracion de solutos en el interior celular
sigue siendo superior a la del fluido por lo que la tendencia del agua es seguir
penetrando. Como debido al proceso de desecacion sufrido por el polen, la
membrana de la célula vegetativa se encuentra desorganizada y no actua
como una barrera osmotica, la presion hidrostitica del interior celular
provoca una peérdida de componentes citoplasmaticos para compensar la

tension creada. El agna con los solutos salen del polen a través de los
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microporos y de la apertura de germinacion. Esta fase (expulsion) finaliza a
los 40 segundos de ser alcanzado el estigma. Poco después la membrana
citoplasmatica ha reestablecido su capacidad osmoticy, evitando que el
contenido citoplasmatico se siga perdiendo y recuperando el agua liberado
con parte de los solutos (fase de resorcion). Esta nueva entrada de agua
aumenta la presion hidrosttica en el interior de la célula. Si el polen se
encuentra sobre el estigma adecuado, habra recibido las senales necesarias
para que la tension interior provoque el inicio de la fase de germinacién, con
el crecimiento del tubo polinico. Si no se encuentra sobre el estigma y el
medio de hidratacion no contiene solutos que eviten las tensiones, la intina se
rompe por su zona mas débil (la apertura) produciéndose también la rotura
de la membrana celular y la brusca liberacion del contenido citoplasmatico.
Los pélenes no viables son capaces de hidratarse exudar y sufrir choque
osmitico como los polenes viabies, pero no se produce la emision del tubo

polinico. (Heslop-Harrison 1979)

1.4 PREPARACION DE EXTRACTOS ALERGENICOS PARA
DIAGNOSTICO Y TERAPIA DE LAS ENFERMEDADES ALERGICAS

En 1911 Noon describié que los pélenes contenian diversas toxinas que
eran las responsables de los sintomas de la fiebre del heno. En su concepto
erroneo de que la alergia era una enfermedad de tipo infeccioso, preparé
unos extractos mediante incubacion de los polenes alergénicos en soluciones
acuosas, para ser utilizados como vacunas. Tras la admvinistracién en dosis
crecientes de estos extractos a un grupo de enfermos, se observo una notable
mejoria con una disminucion de la respuesta conjuntival al contacto con los

polenes. También se observo que si los incrementos de dosis eran demastado
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grandes, los sintomas se recrudecian durante las siguientes 24 horas.
Paralelamente Freeman trabajd continud estos trabajos, obteniendo un
heneficio claro en los 20 pacientes que tratd (Freeman, 1911). A pesar del
gran desconocimientos de los procesos que daban lugar a la mejoria, ios
resultados obtenidos, junto con la facilidad de preparacion de los extractos,
favorecieron la difusion del método. Estos extractos se ha venido utilizando
desde entonces, tanto para el tratamiento de la enfermedad como para su
diagnostico. A lo largo de los 80 afos que han transcurrido, los conceptas
sobre la enfermedad, la finalidad y pautas de la inmunoterapia asi como los
métodos de  diagnéstico han ido evolucionando, y los protocolos de
preparacion de los extractos alergénicos se han ido modificando segin los
criterios y conocimientos del momento. Hoy en dia se preparan extractos
alergénicos para tratamiento y diagnostico partiendo de muy diversas
sustancias. Cada fabricante prepara estos extractos de acuerdo con sus
propios disenos de extraccion, de forma gue se ha descrito la existencia de

mds de 1000 patentes diferentes, con unos intereses comerciales elevados
(Yunginger, 1991).

El desarroflo de nuevas tecnologias y la posibilidad de disponer de
anticuerpos monoclonales contra la IgE, ha permitido estimar la gran
diversidad de contenido alergénico entre extractos etiquetados con el mismo
nombre vy destinados para un mismo tratamiento, incluso entre lotes
diferentes de un mismo fabricante (Baer ef a¢f, 197(). Dado que la calidad de
los extractos, en términos de potencia y composicion, es esencial para la
segurndad del tratamiento y del diagnostico, actualmente se requiere que los

extractos estén convenientemente preparados.
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1.4.1 Estandarizacion de extractos alergénicos

Ya en la época de Noon surgi6 la necesidad de asignar unas unidades a los
extractos para regular su uso. Estas unidades iniciales fueron asignadas por el
propio Noon y se basaron en el peso seco del material de partida,
Posteriormente se definieron las unidades de los extractos como una relacion
entre €l peso seco del material alergénico v votumen de fluido empleado para

preparar el extracto,

En 1944, los miembros de la Academia Americana de Alergia
establecieron que los trabajos que se realizaran con extractos alergénicos para
ser presentados a congresos o publicados en The Journal of Aliergy, deberian
expresar el contenido en proteina que poseian mediante valoracion de
nitrdgeno. La unidad de extractos alergénicos pasé a ser PNU (1 unidad =
00001 mg de proteina por valoracidon de nitrogeno). De esta forma se
hablaria en wuna lengua comin a la hora de comparar resultados
experimentales. No obstante, la finalidad real que 1a Academia persegufa con
esta normativa, era que los extractos se prepararan de una manera fiable, de
torma que su calidad para la aplicacion en la inmunoterapia y el diagnostico
estuviera asegurada. Ademds establecieron que la actividad biolagica de los
extractos debia ser medida mediante test cutdneos y se resaltd la importancia
de la calidad y del origen del material de partida (referenciado por Reed v
Yunginger, [989). Todas estas decisiones supusieron un claro intento de
estandarizacion de los extractos usados diariamente en clinica. A pesar de que
los propios miembros de la Academia eran conscientes de que [as vnidades
adoptadas no eran la solucion definitiva, se han utibzado hasta muy

recientemente va que, hasta ahora, no se disponia de tecnologia adecuada que
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permitiera valorar el contenido alergénico de un extracto en relacién con su

contenido proteico.

En 1978, ¢l comité de expertos de la Organizacion Mundial de ia Salud
(OMS) en patrones bioldgicos, dictd las normas y las pautas para la
preparacion y el establecimiento de materiales y reactivos de referencia para
sustancias biologicas.

En {981, la Union Internacionat de Sociedades de Inmunologia de la OMS,
inicia un programa de estandarizacion de extractos alergénicos de acuerdo
con fas pautas establecidas por fa OMS, con objeto de gue exista una
preparacion internacional de referencia. El proposito de la preparacion de
estos estandardes de referencia, es gue este material hioldgico sirva de patron
comparative  con  fos  patrones nacionales de los  distintos  paises,
fundamentalmente para que se puedan definir. en unidades internacionales,
su actividad alergénica. Con todo esto se trata de asegurar al menos la
repetitividad de la potencia de los distintos extractos, disminuyendo los
riesgos de la inmunoterapia y haciendo mds tfiables los métodos de
diagndstico (Aukrust, 1981; Brede y Goeing, 1980; Falagiani y Morlacchi,
198(); Creticos y Norman, 1986; Norman, 1986).

El proceso que se sigue para la elaboracion de un extracto de referencia
consta de dos fases (Yunginger, 1991). En la primera etapa, los miembros del
Comité de estandarizacion de extractos de la Union Internacional de
Sociedades de Inmunologia establecen unos criterios scbre fuente del
material de partida, métodos de extraccion y composicion de los extractos
propuestos como estandardes (Anderson y Baer, 1987; Yunginger, 198%;

Marsh, 1987: Philips, 1987; Ohman, 1987. Spieksma, 1987, Aukrust, 1987;
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Anderson, 1987). En los extractos de polenes en los gue alguno de sus
alergenos hayan sido aislados y caracterizados, se debe especificar a que
concentracion se encuentran éstos en la mezcla. También se hace un estudio
de los componentes individuales del extracto mediante inmunoelectroforesis,
CRIE, IEF, PAGE, inmunoblotting, asi como de su actividad bioldgica,
mediante inhibicion del RAST, pruebas cutdaneas y liberacion de histamina.
Después de este estudio, se preparan Jotes de los extractos candidatos y se
distribuyen entre los miembros del subcomité para su estudio. Si alguno de
ellos reune condiciones, se propone como estandard de referencia. En la
segunda etapa el candidato es aprobado por la OMS:; para ello se Heva a cabo
un estudio en colaboracion internacional para confirmar que el material
propuesto reune los critertos de pureza, actividad, esterilidad y estabilidad
para ser utilizado como estandard internacional de referencia.
Posteriormente se prepara el extracto en grandes cantidades y se envasa en

ampollas asignindosele unas unidades arbitrarius de potencia, IUs,

Durante los Gitimos 10 afos se ha progresado mucho en estandarizacion de
extractos alergénicos; sin embargo se ha creado un cierto confusionismo
principalmente sobre el sentido que tienen las unidades de medida de los
extractos y sobre el uso prictico de los estandardes (Baer, 1988; Platts- Mills y
Chapman, 1991). Dos posturas opuestas han surgido: 1) la de los que piensan
que las unidades que se empleen deben de ayudar a predecir la respuesta
bioldgica y que las umdades deben basarse en pruebas cutdneas, y 2) la de los
que piensan gue debido a que la respuesta de cada paciente es individual,
cualquier evaluacion de la potencia basada en pruebas cutdneas o en pruebas
de RAST depende de los pacientes seleccionados y por lo tanto no es Ja

solucion ideal a largo plazo. Por otra parte, se contempla que es el propio
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extracto el que se usa para definir a quien se selecciona para probar la
potencia del extracto lo cual conduce a un circulo vicioso. Estos Oltimos
consideran que la estandarizacion debe de tener como objetivo hacer medidas
cuantitativas de los constituyentes definidos de un extracto y que las unidades

no deben implicar prediccion alguna de la respuesta in vivo.

En el momento actual es generalmente aceptado que dos extractos con una
potencia alergénica de las mismas unidades internacionales pueden poseer
una capacidad hiposensibilizante muy diferente y dar distinto diagnodstico a un
mismo paciente. Esto se debe a que la composicion y proporcion de los
alergenos en la mezcla es variable dependiendo del método de extraccion
empleado y la forma actual de medir la actividad alergénica no distingue si
ésta se debe a la presencia de uno o de varios alergenos en la mezcla. En este
sentido los objetivos de los dltimos afios para mejorar las preparaciones de los
extractos se centran en las siguientes consideraciones (Yunginger, 1991;
Malling, H.J., 1988):

e ) el material de partida debe ser estudiado para mejorar la

preparacion de los extractos.

e ) es necesario tener mds informacion sobre los componentes
individuales de las mezclas y sobre su importancia en la reaccidon
alérgicas.

o 3) se¢ deben hacer medidas cuantitativas de los componentes

alergénicos que posea el extracto,

e 4) para que todos los pacientes queden cubiertos por la inmunoterapia

y para que el diagndstico sea completamente seguro, todas las
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sustancias potencialmente alergénicas deben de estar incluidas en los

extractos,

e 5) la purificacion de alergenos facilita los trabajos de estandarizacion y

ayudan al diseno de nuevos tratamientos.

1.4.1.1 Criterios de la TUIS y de 1a OMS sobre preparaciones de extractos de
referencia de polenes

Una serie de criterios escritos han sido formulados por el grupo de trabajo
para la estandarizacion de extractos de esta union de sociedades los cuales
han sido distribuidos entre aquellos productores de extractos que deseen que
éstos sean candidatos extractos de referencia (Yunginger, 1988; Anderson y
Baer, 1987; Malling, H.J., 1988). Con respecto a la preparacién de extractos a

partir de los podlenes se valoran los siguientes aspectos:

En cuanto al origen de la materia prima se establece que los polenes deben
de proceder de fuentes de establecida consistencia y ser recolectados y
seleccionados por personas expertas en botdnica. No deben de contener
pélenes extranos u otros contaminantes en un porcentaje superior al 19, ni
fragmentos de plantas por encima de un 5%. Para su conservacion el polen
debe de estar seco y almacenado bajo ambiente de nitrogeno a o por debajo
de +4 °C. Los polenes deben de ser delipidados antes de la extraccion con

eter-petroleo en un aparato Soxhler.

En cuanto al método de extraccion se aconseja la utilizacion de agua
destilada apirégena para la incubacién. Esta debe realizarse con continuo
movimiento a 4 °C durante 18-24 horas. El pH del extracto debe de ser
monitorizade durante la extraccion con adicion de NaOH de forma que el pH

del medio se mantenga entre 7y 7.5,
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Los patrones electroforéticos, de IEF. o de CRIE deben de ser

comparables con los ya publicados en los diferentes estudios previos.
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Uno de los principales problemas que presenta hoy en dia la preparacion
de extractos alergénicos es la falta de homogeneidad entre extractos
preparados por diferentes laboratorios a partir de una misma fuente de
alergenos. Las causas de esta variabilidad no han sido suficientemente
estudiadas, considerandose que pueden deberse a diferencias botanicas entre
polenes recolectados en diferentes dreas geograficas, o quizas a las diferentes

metodologias empleadas para su preparacion.

El diseno de estas metodologias se ha basado desde hace 80 afos, en la
obtencion de un alto contenido proteico. Las condiciones de incubacion y el
tiempo de extraccion se ajustan de forma ue se evite el deterioro de los
componentes extraidos, asi como el crecimiento bacteriano. La tecnologia
actual ha puesto en evidencia que no siempre se corresponde una buena
potencia alergénica de un extracto, con un alto contenido proteico. Por esta
razon, entre otras. actualmente se considera que un conocimiento biologico
del material de partida puede contribuir a la optimizacion de la metodologia
de preparacion de los extractos alergénicos empleados en el diagnostico y
tratamiento de las alergias.

En el presente trabajo, hemos considerado que un grano de polen
alergénico es un ser vivo que se encuentra en la atmosfera inactivo debido a
su desecacion, pero que recupera toda su capacidad biolégica cuando entra en
contacto con un medio hiimedo. Seglin esto, la humedad del organo de
choque podria ser suficiente para el inicio de una serie de procesos iguales a
los que ocurren cuando el polen atcunza el estigma. Dentro de éstos se

incluirian hidratacion, exudacion, reabsorcion e inclusive epusion del tubo
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polinico, dependiendo de la especie a la que pertenezca el polen. Los pélenes
por tanto, podrian liberar sus alergenos no por simple difusion sino
dependiendo de procesos mis complejos regulados por las condiciones del
tejido alcanzado. También hemos tenido en cuenta, la alta resistencia de Jos
polenes a la degradacidn, hecho que permite que algunos de ellos puedan
encontrarse intactos en heces. Segin estus consideraciones, las proteinas
alergénicas serian aquellas que el polen libere durante los procesos que
ocurran en el tiempo de permanencia en el drgano de choque, ya que aquellas
que quedan en su interior no llegarian nunca a entrar en contacto con ¢l

sistema inmune.

La base de las diferencias que se observan entre los extractos preparados a
partir de un mismo tipo de polen, mediante diferentes tecnologias, pudiera
encontrase en los distintos comportamientos que el polen puede mamfestar

dependiendo del medio en el que se encuentre.
Por todo ello, nuestros objetivos en el presente trabajo fueron:

e ) Estudiar si la emision de los componentes del polen de centeno,
durante los procesos de incubacidn, se produce por simple difusion o
guarda relacion con los procesos hotanicos que ocurren en este polen,
cuando entra contacto con el agua. Para ello nuestro planteamiento de
trabajo fue el siguiente:
a) Incubar el polen de centeno retirando los componentes extraidos
a diferentes intervalos de tiempo, seleccionados en funcion de Jos
procesos botdnicos descritos por Heslop-Harrison (1979), previos a fa

germinacion de este polen,
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° b) Analizar, a nivel cuantitativo y cualitativo, los componentes

liberados a los distintos intervalos.

e 2) Una vez conocido como se liberan los componentes, nuestro
segundo  objetivo  fue identificar cuales eran los alergénicos,

determinando los periodos de mixima emision de cada uno de ellos.

e 3) Teniendo en cuenta que los procesos botdnicos pueden ser
variables dependiendo del medio en el que se encuentra el polen, y los
estudios sobre influencia del pH en la extraccion de algunos alergenos,
nuestro siguiente objetivo fue conocer cdmo influian las condiciones de
pH del medio de incubacion sobre las caracteristicas de la cinética de

emision de los diferentes componentes.

e 3) Una vez conocidos como vy cuando se liberan los componentes
alergénicos, nuestro interés se centrd en la aplicacion de la informacion
obtenida para la busqueda de unas condiciones y tiempos de incubacion
que nos permitiera obtener extractos {raccionados, enriquecidos en
diferentes alergenos. Estos extractos serfan utilizados como punto de

partida para fa purificacion de alergenos.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO

3.1.1 Especificaciones de los polenes estudiados

e 1) Pdlenes de Juan Antonio Jiménez.

a) Polen 1987

Especie: Secale cereale L.

Fecha de recoleccion: Mayo 1987.

Pureza: 97 Y.

Restos de planta: 2 %.

Polenes extranos; (0,2 %.

Particulas extranas: 0.3 %.

Esporas: (,1 9.

Método de recoleccion: Siega de la planta, colocacidn en agua
de la parte inferior de los tallos, desprendimiento espontaneo
del polen sobre papel cristal.

Procesamiento: Tamizado y desecado.

Almacenado: En nevera con desecante a 5 °C, el primer
suministro y el segundo congelado a -30 °C.

b) Polen 1989

Especie:Secale cereale L.

Fecha de recoleccion: Mayo 1989.
Pureza: 97 %.

Restos de planta: 2 9.

Polenes extranos: 0,1 %.
Particulas extranas: 0,6 %,
Esporas: (0,05 %%,
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Método de recoleccion: Siega de la planta, colocacion en agua
de la parte inferior de los tallos, desprendimiento espontaneo
del polen sobre papel cristal,
Procesamiento: Tamizado y desecado.
Almacenado: En congelador a -30°C.

¢) Polen 1991

Especie:Secale cerecale 1.

Fecha de recoleccidn: Abril 1991,

Pureza: Y8 %.

Restos de planta: 1 %.

Polenes extraios: (,1 %.

Particulas extranas: (1,7 %.

Esporas: 0,05 Z.

Método de recoleccion: Siega de la planta, colocacién en agua
de la parte infertor de los tallos, desprendimiento espontineo
del polen sobre papel cristal.

Procesamiento: Tamizado v desecado.

Almacenado: En nevera, con desecante a 5 °C.

e 2) Pdlenes de Sigma.

Especie: Secale cereale .

Fecha de recoleccion: no especificada

Pureza: 97 %.

Restos de planta: menos del 1 %.

Polenes extranos: menos del 1 90,

Particulas extranas: no determinado.

Esporas: menos del | .

Método de recoleecion: Mediante vacto .

Procesamiento: Desecado con vacio durante 24 horas a 38 °C.
Almacenadao: Congelado con desecante.
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e 3) Polenes de Allergon.

Especie:Secale cereale.

Fecha de recoleccion: no especificada.

© Pureza: Y0 9.

Restos de planta: 10 %.

Polenes extranos: menos de (0,5 %.

Particulas extranas: menos del 1 %.

Esporas: menos del 0.3 7.

Método de recoleccion: recoleccion de la parte floral de la
planta y desecado, con separacion mecinica del polen.
Procesamiento: Tamizado v desecado con aire caliente a 35 °C.

0

Almacenado: En nevera a 2-8 °C.
3.2 REACTIVOS EMPLEADOS

Todos los reactivos utilizados en el presente trabajo fueron de grado

analitico y han sido suministrados por las siguientes casas comerciales:

e Reactivos de Merck (Darmstadt Alemania):
Cloruro sddico, dcido clorhidrico, carbonato y bicarbonato sadico,
sacarosy, carbonato  cdleico, nitrato de plata, ponceau S, acido
tricloroacético, reactivo de Folin, sulfato de cobre pentahidratado,

tartrato potasico, carbonato sodico, azul de coomassie R-250)

e Reactivos de Sigma (St Missouri, EE. UU.) :
Glicing, Tris (trizma-base), TEMED, azul de bromofenol, tiosulfato
sodico, acido 6-aminohexanoico, tween-20, 4-Cloronaftol, hidroxido
sodico, dcido suifosalicilico, fast-green, n-octil-giucopiranosido, urea,

seroatbumina bovina tipo V
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® Rcactivos de Bio-Rad (Richmond, California, EE.UU.):
Kit de wvaloracion de proteinas por el método de Bradford,
sodiododecil-sulfato-sédico (SDS),

e Reactivos de Carlo Erba (Mildn, Ttalia):

fostato sodico monobasico, fosfato potdsico bibasico, agua oxigenada

e Reactivos de Pharmacia-LKB (Upsala, Suecia):

Acrtlamida, bisacrilamida, amonio persuifato, Gel-Bound

e Probus S.A. (Badalona, Espana):

Metanol, deido acético, formaldehido

e Flow (Irvine, Irlanda):

Suero de ternera fetal

3.3 PREPARACION DE EXTRACTOS EN TAMPON FOSFATO

Las primeras preparaciones de extractos del presente estudio se realizaron
incubando con tampon fosfato los polenes de J.A. Jiménez recolectados en
1987.

3.3.1 Extractos totales (ET)

Los extractos totales se prepararon mediante incubacion de 50 mg de
polen de centeno en un ml de PO4HNa2-PO4H2K 10 mM | 150 mM CINa pH
7.4 (PBS), durante 19 horas a 4-8 “C con rotacion snave. Al final de la
incubacion la suspension se centrifugd durante 2 minutos a 12000 rpm en una
microcentrifuga  TM!U1 de Beckman. E! sobrenadante fue (filtrado
sucesivamente a través de los filtros de HVLP 045 mup y GVWP (0.2 my de

Miilipore y posteriormente congelado a -40 °C hasta su uso.
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3.3.2 Extractos a tiempos parciales

Paralelamente a las extracciones totales se realizaron las extracciones a
tiempos parciales. Para ello se resuspendieron 50 mg de polen en 1 ml de
PBS, incubdndose durante 19 h a 0-4 °C. Esta incubacion fue interrumpida a
1,5y 30 min, 1, 2,4,y 19h (tiempos considerados desde el inicio del proceso),
mediante centrifugacion de la suspension. Cada vez se recogio el
sobrenadante v el sedimento fue nuevamente resuspendido en un mililitro de
tampon para continuar el proceso. A los extractos asi preparados se les
denoming respectivamente El, ES, E30, Elh, E2h, E4h, E19h. Los tiempos
de estas extracciones parciales fueron posteriormente modificados, en
funcion de los resultados obtenidos, y los nuevos periodos de incubaciones
parciales fueron: 1, 5, 15 minutos, 1h, 4h y 19h, y a los extractos los

denominamos E1LES, E15, Elh, E4h y E19h.

3.3.3 Extracto sonicado (ES)

Este extracto se prepard resuspendiendo 50 mg de polen en un ml de PBS
de la misma forma gue el extracto total. La suspension fue puesta en hielo y
se sonicod alternando pulsos de | minuto de sonicacion y periodos de descanso
de 30 segundos, para evitar ¢l calentamiento de la muestra. El proceso se
finalizd a los 15 minutos, observiandose al microscopio dptico que se habian
producido una elevada proporcion de roturas (92 %). La muestra se
centrifugd y el sobrenadante se filtrd como en el extracto anterior,

congelandose hasta su uso.
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3.3.4 Recuento de pélenes rotos

Con el fin de asegurarnos que las proteinas habian sido liberadas por el
polen segun las caracteristicas cinéticas de emisidn de cada una de ellas y no
porque el polen se rompiera, se llevo a cabo un control microscopico del
numero de polenes rotos en cada uno de los sedimentos recogidos en las

diferentes extracciones totales y parciales.

3.3.5 Palenes de Sigma y Allergon

El estudio de los componentes de estos polenes se realizd preparando
simultdineamente extractos totales y parciales, en tampoén fosfato, con pdlenes
de Allergon, Sigma y J.A. Jiménez de 1987. Las extracciones se realizaron
como con el poien anterior con tiempos de incubacion de 19 horas para los
extractos totales v las extracciones parciales se recogieron a: 1, Sy 15 minutos,

1, 4y 19h, del inicio de la incubacion.

3.3.6 Pdlenes de diferentes lotes de J.A. Jiménez

Para conocer las diferencias existentes entre poélenes de un mismo
suministrador, se prepararon extractos a partir de pdlenes recolectados en
1987 (unos congelados y otros conservados en nevera 4 °C), polenes de 1989,
y pélenes recién recolectados (en 1991). El estudio se realizé preparando
extractos totales y parciales de forma simultanea de los 4 poélenes. El
procedimiento de extraccton y los tiempos de incubacion fueron los mismos

que en el estudio de los pdlenes anteriores.
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3.4 PREPARACION DE EXTRACTOS EN DIFERENTES CONDICIONES
DE PH

El estudio de la influencia del pH sobre la extraccion de los componentes
del polen del centeno se realizé obteniendo extractos totales y parciales en
tres tampones diferentes, realizindose todas las incubaciones en paraielo. Los
tampones empleados fueron: glicing CIH 10 mM, 150 mM CINa, pH 3,
PO4lNaz-POsH2K 10 mM | 150 mM CINa, pH 7.4 y CO3HNa- CO3Naz 10
mM, 150 mM CINa, pH 10. El estudio se llevo a cabo con polenes de 1987 y
posteriormente con polenes de 1991, siguiendo el mismo procedimiento en

ambos.

Se pusieron 50 mg de polen en 6 tubos tipo Eppendorf, de 1.5 ml. A tres de
ellos se les anadio un ml del correspondiente tampdn y se resuspendieron a la
vez, incubandoles con rotacion suave durante 20 h a 4 °C. En los otros tres
tubos se anadio, andlogamente, un ml de tampdn de forma que el polen no se
mezclara con el fiquido. Una vez anadido en todos los tubos se considerd
tiempo cero y se agitaron manualmente los tres a la vez. Al minuto de
agitacion se centrifugo el polen durante dos minutos en una microcentrifuga
Beckman T1I, recogiéndose los tres sobrenadantes y resuspendiendo a
continuacion cada sedimento en un ml del tampon de incubacion. La
centrifugacton s¢ repitié a los 5 y 15 minutos, 1, 4 v 20 horas desde el inicio
del proceso. El procedimiento de filtracion de los extractos y su conservacion

se hizo igual que en las extracciones anteriormente descritas.
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3.4.1 Extracciones con cambios consecutivos de tampén
Este tipo de extraccion se realizdé asi mismo con los pdlenes de JA.

Jiménez recogidos en 1987 y en 1991,

Con los primeros, (1.5 gramos de polen fueron suspendidos en 10 ml de
tampon glicina CIH 10 mM, 150 mM CINa pH 3, con agitacion manual en dos
tubos diferentes (1'y 2). La incubacién de ambos se realizé en paralelo, con 15
minutos de desfase. Cada suspension se incubé durante 15 minutos,
filtrdndose al final de este tiempo mediante succidn por vacio, para recoger el
sobrenadante y resuspendiendo de nuevo el polen en otros 10 ml de tampén,
para continuar la incubacion. Las filtraciones vy resuspensiones se repitieron a
la hora, y a las 20 horas del inicio del proceso, de la misma forma en las dos
suspensiones de polen. A este ultimo tiempo se lavd el polen del tubo |
anadiendo, una vez seco por filtracion, 10 ml de tampdén de incubacion
mientras se mantenia la succidn por vacio. E! polen fue después resuspendido
en el mismo tampdn para continuar la incubacidon. En el polen del tubo 2 se
realizd el mismo lavado y resuspension pero el tampon que se utilizd fue
PO4HNa2-PO4H2K 10 mM, 150 mM CINa, pH 7.4. Después de 12 horas de
incubacion en estas condiciones, se pard el proceso mediante filtracion. El
polen del tubo | se lavd nuevamente y se resuspendio en el tampon de
partida, mientras gque el polen del tubo 2 se lavo y resuspendi6é en tampon
CO3HNa- CO3Naz 10 mM, 150 mM CINa, pH 10. Después de 12 horas se
finalizo la incubacion recogiéndose de nuevo los fluidos mediante filtracion,
Todos los sobrenadantes recogidos en este proceso fueron filtrados
sucesivamente a través de los filtros de HVLP (145 my y GVWP (0.2 my. de

Millipore congeldndoles después a -40 °C.
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Con el polen de 1991 el procedimiento fue modificado en los tiempos de
extraccion debido a las diferencias observadas en las cinéticas de emision de
este polen. Los tiempos de filtracion fueron 1, 5,y 15 min 1,4, 20, 32 y 44h. El
método seguido y los tiempos a los que se realizd el cambio de tampon fueron

iguales que los del polen de 1987.

3.4.1.1 Pruebas de alergenicidad in vitro.

La comprobacidn de la alergenicidad de los extractos obtenidos con
cambios consecutivos de tampdén @ partir del polen de 1987 fue realizada

mediante la técnica de RAST, utilizando ¢l kit de Pharmacia Phadebast.

Se prepararon discos de nitrocelulosa de S mm de didmetro y se anadieron
20 de ellos en un ml de cada uno de los extractos obtenidos, dilmidos a una
concentracion de (48 mp/ml. Después de 24 horas de incubacion a
temperatura ambiente, los filtros se suturaron con BSA al 2% en PBS,
incubando a 37 °C durante una hora. A continuacion se quitd el exceso de
proteing no unida mediante tres lavados consecutivos de los filtros, de 10
minutos cada une. Un filtro de cada extracto fue incubado con S0 ul de suero
de paciente a temperatura ambiente durante 3 horas. El ensayo se llevo a
cabo, individualmente, con suero de 10 pacientes, Finalizada la incubacion, se
lavaron fos filtros abundantemente con PBS que contenia Tween 20 a 0.5 %.
Posteriormente se anadieron 50 ul de IgG anti gk marcada con '
incubdndose 18 h a temperatura ambiente. Después de 3 lavados abundantes
de 10 minutos de duracion, se aspiré el liquido y se midio la radiactividad
unida. El caleulo de la IgE especifica ligada se hizo a partir de la curva de
calihracion del kit que compara la radiactividad detectada en los filtros con la
que se une a (L35, 0.70, 3.5y 17.5 PRU/mi de IgE.
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3.5 TECNICAS ELECTROFORETICAS

3.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de detergente
Sodiododecil lauril sulfato (PAGE-.SDS)

Las electroforesis en este tipo de geles se realizaron empleando un sistema
discontinuo de acuerdo con lo descrito por Laemmi (1970), utilizando un
microsistema de electroforesis vertical de Hoefer Scientific Instruments
(cubeta SE-25(0)). Las placas se montaron de acuerdo con las descripciones del
fabricante del sistema electroforético, sellando la parte inferior con agarosa al
2 %. El gel concentrador se realizd a una concentracion p/v de acrilamida del
6 %, (T=0 %) y una concentracion p/v de bisacrilamida de 0.32 %,
(C=2.15 %), en tampon Tris- CIH 0.125 M, pH 6.8 con un contenido de
detergente del | % (p/v). Los geles distanciadores se prepararon con un
porcentaje del 12 0 13 % de acrilamida v con la misma relacién de
bisacrilamida que los anteriores, en tampdn Tris CIH 0.375 M, pH 8.9 con un
I % (p/v} de SDS. La polimerizacion de los geles se llevo a cabo anadiendo
12.5 pl de TEMED y 7.5 mg de persulfato amonico por cada 10 mi de ge!

preparado.

En los geles que se tifieron con azul de coomassie, se puso un volumen de
muestra que contuviera 60 pg de proteina. Previamente se precipitt con dcido
tricloroacético  la  proteina, recogiéndose el precipitado  mediante
centrifugacion y resuspendiéndose en tampan de electroforesis.

En los geles tenidos con plata la cantidad de proteina analizada de cada
muestra fue de 10 ug (valores calculados a partir de los datos del método de
Lowry), sin precipitacidn dcida. En los extractos obtenidos durante el primer

minuto, {a cantidad de proteina estimada no permitia ver bandas con la misma
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intensidad que en los otros extractos por lo que se incrementd la cantidad
puesta hasta su visualizacion. En los estudios electroforéticos de las proteinas

de los picos cromatogrificos se pusieron de i(ha 15 ul de cada fraccion.

En cada gel. para que el proceso fuera homogéneo, se igualaron los
volimenes de las diferentes muestras al mayor de los requeridos anadiendo
0.062 M Tris-CIH pH 6 a las de menor volumen. A todas ellas se les anadié un
volumen de medio de muestra (6 % SDS, 40 % p/v de sacarosa, 0,02 % de
azul de bromofenol en 0,125 M Tris-CiH pH 6) que tue la mitad del volumen
de muestra preparado y se pusieron al bano Marfa a 90-100 °C durante 3
minutos. Posteriormente fueron aplicadas a los geles para iniciar el proceso.
El tampon de electroforesis empleado fue Tris 0.025 M, glicina 0.192 M pH
8.5, can un 0.1 % de SDS. Todos Jos reactivos utilizados en los procesos
electroforéticos se prepararon utilizando agua para inyeccion bidestilada,

apirogena, de fa casa comercial IBYS.

El proceso electroforético se realizd utilizando una fuente de alimentacion
no estabilizada. La intensidad fue de 25 mA y 50 V por gel, regulandose
manualmente periddicamente. El proceso se mantuvo hasta que el azul de

bromofenol se visualizd al final del ge! (una hora y media de proceso).

3.5 1.1 Tincion de geles con azul de coomassie R-250)

Una vez tinalizado el proceso electroforético los geles se pusieron en una
cubeta de plistico y se anadio 250 mil de una solucion fijadora que contenia el
colorante: metanol/acético/agua (40:50:10 viv), 1 % de azul de coomassie
R-250. LLos geles se dejaron en esta solucion, con agitacion suave, durante 20
horas vy posteriormente se  destineron con  una  solucion  de

metanol/acético/agua (10:10:80), hasta que ¢l fondo estuvo transparente.
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3.5.1.2 Tincion de geles con plata

Se cambid de método de tincidn por gue este nuevo método valoraba con
mayor sensibilidad que el anterior y se necesitaba menor cantidad de muestra.
El método es muy similar al descrito para proteinas vegetales por (Blum et al
1982), los geles sometidos a electroforesis se fijaron en una solucion de
metanol/acético/agua S50:12:38: v/v, durante 2 horas, Posteriormente se
incubaron durante 17 horas en etanol al 30 %. A continuacion los geles se
sumergteron en una solucion de tiosulfato sodico (50 mg/250mi) durante un
mninuto, lavindose a seguidamente con agua bidestilada durante 20 segundos,

repitiendo este proceso tres veces.

Después de los lavados, el gel se incubd durante 20 minutos en una
solucidn de nitrato de plata al (0.2 % que contenia .03 % de formaldehido y
finalizada la incubacion se lavd tres veces en agua destilada como en el paso

anterior.

El revelado del gel se realizd con una solucion de carbonato calcico al 6 %
(p/v), 1018 % de formaldehido y 0.0004 % de tosuifato sddico, hasta que se
visualizaron las bandas, pardndose la reaccion sumergiendo el gel en una

solucidn de metanol/acético/agua (50:12:38 v/v).

3.5.2 Deteccion de alergenos mediante inmunoelectrotranferencia
La identificacion de las proteinas alergénicas se realizd transfiriendo las
proteinas de los extractos, una vez separadas mediante electroforesis en geles

de poliacrilamida, a unas membranas inertes de nitrocelulosa de 0.45 my de
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Bio-Rad o de Inmobilén P (membranas de difluoruro de polivinilidieno) de
Millipore, empleando para ello un proceso eléctrico. Estas membranas
poseen capacidad para unir proteinas de forma permanente. Inicialmente se
usaron fas membranas de nitrocelulosa, pero posteriormente se utilizaron fas
de inmobilon porque se obtenia mayor eficacia en la unidon asi como mds
nitidez en las bandas transferidas, aunque el comportamiento de ambos es
muy similar. La identificacion de los componentes que eran alergénicos se
llever a cabo detectando la 1gE especifica que se unia a ellos en una reaccién

inmunoguimica con sueros de pacientes alérgicos al polen del centeno.
El proceso seguido fue el siguiente:

e Ln cada analisis se transfirieron dos geles, realizados en paralelo con
fas nusmas muestras. Las transterencias se llevaron a cabo mediante un
sistema semi-seco, utilizando un aparato Milliblot SDE (Millipore).
Fiste sistema, basado en la metodologia de Towbin et al (1979), emplea
como electrodos dos placas de carbono y los tampones se encuentran
embebidos en papel Wathman 3 MM. Dos trozos de este papel, de las
mismas dimensiones que el gel se empaparon en Tris (.3 M, Metanol
10 %, pH 10.4 {tampon 1 del anodo) y otros dos papeles del mismo
tamano se empaparon en Tris (0.025 M, Metanol 1} %, pH 104
(tampon 2 del dnodo). Los papeles con el tampon 1y 2 se pusieron
alineados sobre el dnodo y con una pipeta a modo de rodillo, se ejercié
uita preston sobre ellos para producir un contacto maximo con el
electrodo. A continuacion se puso una membrana del mismo tamano
que los papeles, mojada en agua destilada (si la membrana era de
inmobilon se sumergio previamente en metanol al 100 % durante un

minuo y posteriormente en agua destilada para que se hidratase) y
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sobre ella se colocod el gel, alinedndole con los papeles y colocando
encima otros tres papeles, de igual tamano que los anteriores, que
contenian el tampdn del citodo: 0.025M Tris (L040 M dcido
6-aminohexanoico, Metanol 20 %. pH 9.4. Después de formar el
sandwich se cerrd el circuito eléctrico y se establecidé una corriente de
2.5 mA/cm2 (para geles de 8x10, 200 mA y 10-20 V) durante 2.5 horas.
Una vez finalizado el proceso se visualizo si las proteinas habfan sido
transferidas tinendo la membrana con una solucion de Ponceau S
(Hawkes, R 1986). Esta solucién contiene (0.2 % de Ponceau S, un 3 %

de acido tricloroacético y un 3 % de acido sulfosalicilico.

Posteriormente las membranas se lavaron en agua destilada hasta que

desaparecio la tincion en su totalidad y se realizaron los siguientes procesos:

e 1) Estabilizacion de ta membrana en Tris CIH 20 mM pH 7.5, 500 mM
CINa (TBS) durante 10 minutos,

e 2) Saturacion de la membrana con una solucion se suero de ternera

fetal al 5 % en TBS, durante dos horas.

e 3) Incubacion de una de Jas membranas durante 18 horas a4 temperatura
ambiente, con una dilucion 1/12 de una mezcla de sueros de pacientes
(0 de cada uno de ellos individualmente, segin el andlisis) en TTBS
(TBS con un 005 % Tween 20). Como control de especificidad de la
reaccion, la otra membrana se incuba de la misma forma, pero

utilizando sueros de personas clinicamente no sensibilizadas.
o 4) Dos lavados rapidos y dos lavados de 10 minutos en TTBS

e 5) Incubacion durante 6 horas lgG de cabra anti-cadena épsilon de IgE,

marcada con peroxidasa (de Tago Inc.).
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e 0) Dos lavados rdapidos y dos lentos como antes.

e 7) Revelado de la reacciéon de acuerdo con (Young 1989). La solucion
de revelado se prepard de la sigulente forma: 10 mg de
Diaminobencidina fueron disueltos en 5 ml de metanol (5-15 minutos
con agitacion) y se mezclaron con 30 mg de 4-Cloronaftol disueltos en 5
ml de metanol. Se anadieron 40 ml de PBS y 10 ul de H2O2, preparado
al momento de su uso. Se mantuvieron las membranas en esta solucion

hasta la visualizacion de las bandas.

3.5.3 Isoelectroenfoque

Esta téenica se realizd empleando  placas de agarosa (Isogel),
comercialmente preparadas por FMC, que contenian un rango de anfolitos de
3 a 10. Para ¢l proceso se utilizd un aparato de electroforesis Multiphor 1 de
Pharmacia LKB y una fuente de alimentacion Multidrive X1, de Pharmacia

KB, estabilizada.
El proceso se realizd de acuerdo con las especificaciones del fabricante:

Los geles se pusieron sobre la placa refrigerada del aparato de

electroforesis v se secaron con papel de filtro.

Las muestras se prepararon a una concentracion de 1-2 mg/ml y se

pusieron 15 ul de muestra, en cada uno de los pocillos del aplicador.

Se empled acido acético 0.5 M como anolito y IM NaOH como catolito,

embebidos sobre tiras de papel de electrodo de FMC, especificas para ello.
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El proceso eléctrico se realizo limitando iniciaimente la potencia a 1 W
durante 10 minutos y posteriormente se limitd la potencia a 25 W y Ia

diferencia de potencial a 1000 V (20 mA de partida), durante 40 minutos.

Una vez finalizado el enfoque las placas se sumergieron en una solucion de
metanol al 30 %, dcido sulfosalicilico (34.5 g/1) y deido tricloroacético (115
g/l), durante 1 hora, para precipitar las proteinas. Posteriormente se lavo el
gel con agua destilada y se secd poniendo encima varias capas de papel de
filtro y un peso de aproximadamente un Kg, durante unos minutos. Después
el gel se tind durante 5 minutos en una solucion de Fast-green (0.1 %
Fast-green, 25 % metanol, 10 % acido acetico, 65 % agua destilada),
destinéndose después con la misma solucidén pero sin el colorante, hasta que
el fondo fue transparente. Una vez destenidas las placas se secaron con papel
de filtro y peso encima como antes se explicd y finulmente se secaron

totalmente con aire caliente.

3.5.3.1 Isoelectroenfoque en presencia de detergente y urea

El andlisis de los componentes integrantes de la bandas de 48, 30 y 33
kDas, obtenidas a partir del polen de 1987 se llevo a cabo mediante
isoelectroenfoque en presencia de detergente (n-octil-ghucopirandsido) y
urea. El proceso se realizd de acuerdo con las siguientes instrucciones del
fabricante de las placas: se prepara una solucion con 1.38 g de ureay 0.02 %
detergente en 2 ml de agua destilada calentdndose al bano Maria hasta su
disolucion. Se ponen 500 pl de esta solucién en el centro de la placa de
agarosa. Con un trozo de "Gel-Bound", ligeramente mayor que la placa, se
distribuye por toda la superficie del agar. Para ello se coge el plastico por los

bordes, formando un arco con la cara hidrofobica hacia abajo, y se apoya ésta
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sobre la gota de la solucién de urea, desdoblando el film poco a poco para que
el liquido se diswribuya por toda la superficie evitando que se formen
hurbujas. Se levanta a continuacion el plastico y se repite el praceso dejando
el "Gel-Bound" sobre la placa por espacio de 30 minutos. A continuacion se
tevanta el pldstico y se seca con un trapo limpio que no deje pelusas,
arqueandolo nuevamente y poniéndole sobre el gel para retirar el exceso de
liquido, proceso que se repite dos veces. A continuacion se sigue el protocolo

de siempre.

Las muestras contenfan un | % urea y un 0.06 % de detergente antes de

ser aplicadas.

El resto del proceso se realizo siguiendo el protocolo anterior.

3.5.3.2 Inmunodeteccion de alergenos

La identificacion de proteinas reactivas, entre las separadas mediante
isoelectroentoque, se realizd transtiriendo éstas a una membrana de
Nitrocelulosa o de Immobilon por presion durante al menos dos haras. Sobre
las placas se pusieron las membranas, previamente hidratadas, a continuacion
varias capas de papel de filtro 3MM y finalmente un vidrio con un peso de
aproximadamente un Kg encima. Posteriormente las membranas se
incubaron con sueros de pacientes sensibilizados al polen del estudio y se
revelaron  de  la misma  Jorma  que se  deseribié en  a
inmunoelectrotransferencia.  En cada  incubacion se reahizd el control

correspondiente con sueros de personas clinicamente no sensibilizadas
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3.6 IDENTIFICACION DE ALERGENOS MEDIANTE LA TECNICA DE
"DOT-IMMUNOBINDING"

Esta técnica se ha realizado con un aparato Bio Dot de la casa Bio-Rad, de

acuerdo con las instrucciones del fabricante, que se describen a continuacion:

e 1) Se mojo en agua destilada una membrana de nitrocelulosa o de
Inmobilon {ésta ultima previamente sumergida unos instantes en
metanol al 100 %), se colocd en el aparato y se puso la tapa, que
contiene 96 pocillos abiertos. Se cerrd ésta herméticamente, de forma
que la membrana quedaba formando el fondo de cada pocillo. Se
conectd un sistema de vacio y se ajustd en estas condiciones el cierre
para evitar que se produjeran pérdidas de liquido en los pocillos. Con
el sistema de vacio desconectado se hidraté de nuevo la membrana

anadiendo 200 ) de TBS a cada pocillo, v succionando posteriormente.

e 2} Se pusieron 300 pl de TTBS que contenfan 3 g de proteina del
extracto a valorar. La camara se dej abierta a Ja presidon atmosférica,
para que el liquido pasara a través de la membrana por gravedad v se
produjera una unidn eficaz de las proteinas.

e 3) Cuando hubo pasado todo el volumen de la muestra, se lavd 4 veces

con 300 ! de TTBS, succionando con vacio.

e 4) Bajo estas condiciones de succion se abrio la cAmara y después se
cerrd el vacio recogiéndose la membrana la cual se llevd a una solucién
saturante (TTBS § 9% suero de ternera fetal) para evitar uniones

inespecificas, y se mantuvo en esta solucion durante dos horas.
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e 5) Posteriormente se incubd durante 18 horas con una mezcla de sueros
de pacientes, clinicamente diagnosticado como sensibilizados al polen
de centeno, o con cada uno de ellos individualmente, disueltos /12 en

TIBS y § % suero de ternera tetal.

e ) Se lavaron las membranas con TTBS, dos lavados cortos y otros dos

de 1} minutos con agitacion suive,

e 7) A continuacion se incubaron las membranas con 1gG de cabra anti
IgE humana (especifica contra cadena  épsilon), marcada con

peroxidasa (de Tago Inc) difuida 1/1500, en TTBS.

e &) Se lavod con TBS dos periodos cortos y dos de 10} minutos cada uno,
Con agiacion.
e 9) Se revela segin el protocolo de Young (1989), anteriormente

descrito,
3.7 VALORACIONES DE PROTEINA

3.7.1 Método de Lowry (1951)

Este método se basa en la reaccion colorimétrica (color azulado con un
miximo de absorcion a 745-750 nm) que se produce cuando una proteina
induce la reduccion de la mezcla de dcidos del reactivo de Folin-Ciocalteau
(acido tostomolibdico y tingstico).

Para [a elaboracion de la curva patron se prepard una dilucion de
seroalbiming bovina a Img/ml, calculando la concentracion preparada de

forma exacta a partir de la absorvancia de la solucion a 280 nm. Las

concentraciones de los tampones empleados no producen interferencias con
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el método de valoracion, por lo que la curva se caiculd diluyendo en agua

destilada [a proteina.

Se pipetearon (), 5, 10, 20, 30, 40, 50, 6(), 70, 80 y 90 nl de la solucion de

albiumina y 25 6 50 ul de la muestra a valorar, en diferentes tubos y se

completa el volumen a 200 ! con agua destilada.

Se mezclo | ml de sulfato de cobre, pentahidratado, al 2 % con un ml de
tartrato potdsico al 4 9% y 48 ml de carbonato sodico al § % en 02 M

hidroxido sodico.

Se anadid, con agitacion en vortex, un ml de la mezcla a cada uno de los
tubos que contenian las proteinas a valorar y de la curva, incubando 1a mezcia

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Se diluyo el reactivo de Folin al 50 9% con agua destilada y se anadieron a
cada tubo, con agitacion en vortex, 100 pl de fa dilucion, al final de los 19
minutos de incubacion en la solucion anterior. Se dejoé reaccionar la mezcla
durante 30-50 minutos y se midié el color producido mediante absorvancia a
750 nm. Los valores de las muestras se caleulan a partir de los obtenidos en fa

curva patron.

3.7.2 Método de Bradford (1976)
Este método se basa en la medicion por ahsorvancia a 465- 595 de la
reaccion colorimétrica que se produce cuando el Coomassie Brillant Blue se

une a la proteina.

Los reactivos para la valoracion de proteipas por este método se
compraron a Bio-Rad, siguiéndose el protocolo descrito por el fabricante. Se

empled albumina bobina para la obtencidn de la curva patron.
p
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3.7.3 Método de Warburg y Christian (1942)
Este Método valora la cantidad de proteina en funcién de una relacion
matemiitica entre la absorvancia de la muestra a valorar a 260 nm y a 28() nm,

[.arelacion matematica es :

Concentracion (en mg/ml) = 155 x absorvancia a 280nm - 0.77 x

absorvancia a 260nm.

3.7.4 Método de Kalb y Bernlohr (1977)

Andilogamente al Método anterior este método se basa en una relacion
matematica entre las absorvancias de la muestra a dos longitudes de onda en
el espectro de Ultra-Violeta. La lectura se realiza a 230 y a 260 nm y la

relacion para el caleulo de la concentracion es la sigulente:

Congentracion (en pg/ml) = 184 x absorvancia a 230nm - 81.7 x

absorvancia a 260nm.

3.8 PROCESOS CROMATOGRAFICOS

3.8.1 Cromatografia de intercambio anionico
Esta cromatografia se ha realizado con extractos obtenidos a partir de

polenes recolectados en 1987

Tres gramos de polen se resuspendieron en 60 ml de PBS y se incubaron
con rotacion suave durante 30 minutos a 4-8 °C. A este tiempo la suspension
se centrifugd a 8500 rpm en un rotor §S 34 de Sorvall, recogiéndose el
sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en otros 60 ml de tampon. La

incubucion se continud durante 8.5 horas, recogiéndose el sobrenadante
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mediante centrifugacion de la suspension de forma analoga a la anterior. Los
dos sobrenadantes recogidos se filtraron sucesivamente a través de los filtros
HVLP (145 myp v GVWP 0.2 my de Millipore . Al primero de ellos se le

denominé extracto E30y al segundo E30-19.

Ambos extractos fueron dializados contra Tris-CIH 150 mM pH 8. Una vez
equilibrados en este tampon se fraccionaron 60mg del primer extracto y 100
mg del segundo. en una columna de celulosa DEAE-32 de Whatman, de 1.8 x
19 ¢m equilibrada con el mismo tampon. La elucion de las proteinas se realizo
con incrementos sucesivos de la concentracion de CINa en el tampdn (10mM,
S0mM, 100mM, 200m y 500mM). El flujo fue de S0 ml/hora y se mantuvo
constante con una bomba peristaltica Peristaltic Pump P-1 de Pharmacia. Las
fracciones contenian [.5 ml, si el eluido contenia proteina y de § mi si la
absorvancia a 280nm era inferior al 3 %. Los cambios en la concentracion del
tampan se realizaron cuando la absorvancia del eluido con el tampén anterior

llegaba a cero.

3.8.2 Cromatografia de exclusion molecular
Todos los procesos cromatogrificos realizados mediante exclusion
maolecular se han llevado a cabo en un sistema de aita resolucion FPLC de

Pharmacia utilizando una columna de Superosa TM 6 de 1 x 30 cm.

3.8.2.1 Purificacion de la banda de 48 kDa, a partir def polen de 1987.

La muestra de la que se partié para la purificacion de esta banda fue la
obtenida entre 1 hora y 20 horas de incubacion deida en la preparacion de
extractos con cambios sucesivos de tampon antes descrita. Los 10 ml de

extracto obtenido se encontraban a una concentracion de 1.04 mg/ml. Se le
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anadieron 40 ml de PO4HNa2-POsH2K 10 mM |, 500 mM ClINa, pH 7.4 y se
concentro de nuevo hasta 10 ml mediante un sistema de concentracion de
Amicon con capacidad de 50 ml y empleando un filtro PM 10. De nuevo se
anadieron otros 40 ml de tamp6n fosfato y se volvid a concentrar hasta 5 ml.
En este cambio de tampon y concentracion de la muestra se observd una
precipitacion importante de ésta. Se concentraron posteriormente estos 5 ml
mediante centrifugacion en un Centricon 10 de la casa Amicon hasta

reducirios a un volumen de 150 ul, que contenian 4.5 mg de proteina.

Una vez cancentrada y cambiada de tampon se aplicaron 100 «! (3 mg) de
la muestra en la columna de exclusion molecular. La elucién del proceso se
realizd con tampon PO4HNuz-PO4H2K 10 mM | 500 mM CiNa, pH 7.4 4 un

tflujo de 0.3 ml/minuto. Las fracciones recogidas contenian (.3 ml.

El proceso se escald a nivel preparativo partiendo de S gramos de polen 'y
100 ml de tampon glicing CIH 10 mM, 150 mM CINa pH 3. Andlogamente se
obtuvieron extractos parciales de 15 minutos hy 20h. Este tltimo extracto se
CONCeNtro en un sistema Amicon con una membrana PM 1(} hasta un volumen
de 3.5 ml, esta vez sin cambhio de tampdn, observandose (ue aungue se
producia algo de precipitacion era menor. Se cargaron 400 p! de esta muestra
{11 UO) sobre la columna, eluyendose con el tampon deido en el que se habia
preparado la muestra, a un flujo de 0.3 ml/min recogiéndose fracciones de 0.3

mi. E) proceso cromatogrifico se realizé 4 veces mas.

3.8.2.2 Purificacion de Ja banda de 48 kDa a partir de pdlenes recolectados
en 1991,

Teniendo en cuenta las diferencias en las ¢cinéticas de emision del nuevo

polen se realizd una extraccion preparativa recogiendo extractos parciales a

CAP: 3rac: 23



MATERIAL Y METODOS

los siguientes tiempos: 1,5,30 minutos 1, 4, 20 horas. La cantidad de polen fue
de 20 gramos y se incubaron en 400 ml de tampén glicina CIH 10 mM, 150
mM CINa pH 3, en un frasco de SO0 ml con boca ancha y tapén hermético,
con agitacion manual en los 5 primeros minutos de extraccion, el resto de la
incubacion se realizé mediante rotacion suave. La succidn por vacio se lievd a
cabo sobre papel de filtro en un embudo biichner de 15 ¢m de diametro,

empledndose en la filtracion tiempos inferiores 1 un minuto.

La muestra seleccionada para la cromatografia fue el extracto recogido
entre | y 4 horas de incubacion dcida. Una alicuota de 100 mi de los 400
preparados en esta extraccion (a {(1.35 mg/ml) se concentraron hasta S ml (a
2.35 mg/ml) sin cambio de tampoén, aprecidndose precipitacion importante.
Tras la centrifugacion de la muestra se sometieron a cromatografia 500 ul de
muestra (1,2 UQ) realizandose la elucion con el mismo tampon dcido, a un
flujo de 0.3 ml/min y recogiendo fracciones de 0.3 ml. El proceso se realizd 6

VECCS,

3.8.3 Cromatografia de intercambio catiénico
Los procesos cromatograficos de intercambio cationtco se han realizado en
un sistema de alta resolucion FPLC de Pharmacia utilizando una columna de

vidrio SP-5PW de Waters, con unas dimensiones de 8.0 x 75.0 mm.

3.8.3.1 Muestras del polen de 1987

Las fracciones que contenian los componentes de 30 kDa, recogidas en la
cromatografia de exclusion molecular de la fraccion dcida obtenida del polen
de 1987 a nivel preparativo, fueron mezcladas y sometidas a cromatografia de

intercambio cationico. De 6 procesos preparativos se cogieron las fracciones
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comprendidas entre la 58 y 1a 64 (ambas inclusive), obteniéndose un volumen
de 10 ml de muestra con una DO a 280 nm de 1.311 U.O. Se cambiaron de
tampon mediante dos lavados consecutivos de 40 ml de tampon acetato-
acético 10 mM pH 4.85 en un sistema de concentracion Amicon, utilizando
una membrana PM 10, concentrando cada vez la muestra a 10 ml. Se ponen
en la columna 1,8 unidades dpticas en 1.5 mi de muestra, y se comienza la
elucion que se realiza con 45 ml de un gradiente linear de CINa de 0 a

S00mM. El flujo fue de 0.3 ml/min recogiéndose fracciones de (.5 ml.

3.8.3.2 Extracto de 4 horas en medio acido del polen de 1991,

De la extraccion preparativa realizada con el polen de 1991 en medio
dcido, descrila anteriormente, se toman 20 ml del extracto de 4 horas. Se
cambia de tampon dcido a acetato-acético 10 mM pH 4.8, en un sistema de
concentracion Amicon y una membrana MP 10 como en otros procesos

descritos.

Se aplican a ta columna SP-5PW, 20 ml de muestra (dos veces 1) mi). La
elucion se realizé con 40 ml de un gradiente linear de CINa de 0 2 500 mM. A
continuacion se pasaron 5 ml de tampon a una concentracion de ClNa 500
mM v posteriormente 10 ml de 1 M. El flujo del proceso fue de 1.5 ml/min,

recogiéndose fracciones cada minuto.

3.9 PRUEBAS DE ALERGENICIDAD IN VIVO

La comprobacion in vivo de la alergemicidad de los componentes
purificados en el presente estudio, s¢ ha llevado a cabo mediante la

realizacion de pruebas cutineas por el método del "Prick-test".
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La banda de 48 kDa, separada del polen de 1987 mediante exclusién

molecular, fue ensayada a una concentracion de 3 pg/ml en PBS.

Los componentes separados a partir del polen de 1991, se ensayaron a dos

concentraciones diferentes:
Fracciones recogidas mediante intercambio ionico:

— Fraccion 56 (componente de 27 kDa) se ensay6 a 35 pg/mly a 3,5
wg/mi.

— Fraccion 59 (componente de 48 kDa) se ensayd a 30 pg/mly a 3
ng/ml.

— Fraccion 65 (componente de 30 kDa) se ensayd a 26.5 yg/mly a
2.0 pg/ml.

El componente de 48 kDa, recogido en las fracciones 57, 58 y 59 en la

cromatogratia de exciusion molecular, tue ensavado a una concentracton de
20 pg/mly 2 ug/mi.

Las muestras se concentraron y cambiaron de solvente acido a PBS con un
0,2 % de albimina humana, mediante centrifugacion, empleando un sistema
concentrador de la casa Amicon (centricon 30) que posee una membrana del
tipo YM.

En todos los casos se utilizo como control positivo clorhidrato de histamina
(de Bencard) @ una concentracion de 10 mg/ mly como control negativo una

solucion salina al 0,9 9%.

El test se llevd a cabo por duplicado (ambos brazos del paciente),
valorandose el resultado a los 15 minutos de evolucion de la reaccion. Se

midio el tamano de las papulas desarrolladas, aplicando sobre éstas una cinta
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adhesiva y marcando el contorno de las mismas con un rotulador. El drea fue
estimado sobreponiendo las marcas en un pape! milimetrado y contando los
milimetros cuadrados incluidos en los contornos. Los valores expresados en

los resultados son la media de las valoraciones de ambos brazos.
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Para conocer como libera el polen del centeno sus proteinas y alergenos
durante el proceso de incubacion, se han realizado en el presente trabajo
varios estudios. Todos ellos se basan en la comparacion de los componentes
extraidos mediante una incubacion continuada (extracto total) con los que se
recogen, a tiempos intermedios, en otro proceso de incubacion realizado en
paralelo (extractos a tiempos parciales). La seleccion de los tiempos de
extraccion se hizo teniendo en cuenta las caracteristicas botdnicas del polen

de centeno y su comportamiento en un medio acuoso.

Las incubaciones se han realizado con diferentes tampones y se ha
analizado ¢l comportamiento de pdlenes recogidos por un mismo recolector

en diferentes anos y de polenes de diferentes suministradores.

4.1 INCUBACIONES EN TAMPON FOSFATO

4.1.1 Polenes de J. A. Jiménez, recolectados en 1987

De acuerdo con lo descrito en material y métodos, los extractos totales
(ET) de estos primeros estudios se prepararon incubando el polen de centeno
durante 19 horas. Los extractos parciales se obtuvieron recogiendo la proteina
extraida mediante centrifugacion, y resuspendiendo de nuevo el polen, a los
signientes tiempos: 1, S y 30 minutos, 1, 2, 4, y 19 horas (extractos E1, ES,
E30, Elh, E2h, E4h, y E19h respectivamente).

Se obtuvo ademds un tercer extracto, rompiendo el polen mediante
sonicacton (ES), con objeto de comparar las proteinas solubles que contenia

el polen v [as que se extrafan durante las incubaciones. Para ello se prepard
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una suspension de la misma forma que las anteriores, e inmediatamente
después fue sonicada y centrifugada recogiéndose en el sobrenadante las

proteinas liberadas.

4.1.1.1 Recuento de pélenes rotos

En el estudio se ha tenido en cuenta ia potencial ruptura de los pdélenes
durante el proceso de incubacion, hecho que produciria ia liberacidn de sus
proteinas citoplasmaticas al medio, modificando por lo tanto los resultados.
Por esta razon, al final de cada extraccién se realizdé, mediante microscopia

Optica, un recuento de los pélenes rotos que habia en el sedimento recogido.

En la tabla 4.1 se muestran los resultados del recuento en cada una de las
extracciones realizadas. La baja proporcion de roturas refleja que las
proteinas han sido liberadas al medio seglin su cinética de emisién y no
porque los pdlenes se hayan abierto. También se observa que a lo largo de las
incubaciones a tiempos parciales, la proporcion de pélenes rotos es similar a
la que se produce durante la incubacion continuada. Este resultado indica que
el proceso de obtencion de extractos parciales, no incrementa el nimero de

roturas de polenes.

El recuento realizado en el sedimento obtenido en la extraccion mediante
sonicacion, mostréd un alto porcentaje de pdlenes rotos. Segin esta
observacion, se habrian extraido la mayor parte de las proteinas solubles del

polen incluidas las localizadas en el citoplasma.
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Exlracto Proteina extraida Porcentaje Porcentaje de
valorado (en mg) | respecto al total | polenes rotos
;

:

ES 537 = 10 - | 92%
ET 505 = 080 00 % | K%,
El L15 = 020 22.8% | 2%
ES 081 = 0.09 ; 16.0% 2%
E30 076 + 013 | 15.0% 6%
Elh 0.40 + (.05 ’ 8.0% i 6%
E2h 040 = 003 : 7.9% | 7%
E4h 034 = 008 6.7% ‘F 7%
E1oh 087 = 0.18 17.2% | 7%

TABLA 4.1

Resuitados de {a valoracion de proteina en los extractos obtenidos mediante incubacion
ininterrumpida del polen del centeno (ET ) y a tiempos parciales (E1, E5, £3¢, Elh, E2h. E4h
y E19h), ¥ mediante sonicacién del polen(ES). Los resultados son la media de 8 experimentos
+ desviaciin estandar media. En cada uno de los extractos se mupestra el resultado del
recuento de pilenes rotos realizado en el correspondiente sedimento, expresado en %.

4.1.1.2 Liberacién de proteinas al medio de incubacién

Los resultados de la valoracion de proteina en los diferentes extractos del
estudio, se describen en la tabla 4.1. Se observa que la cantidad de proteina
liberada por el polen durante 19 horas de incubacion ininterrumpida (ET), es

la misma que la obtenida por ruptura del polen mediante sonicacion (ES).

Cuando se comparan las cantidades de proteina que se han ido recogiendo
durante las incubaciones a tiempos parciales con la extraida en la incubacion

continuada, observamos que: el 38.8 % del total se libera durante los cinco
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primeros minutos de incubacion, un 15% se libera durante Jos siguientes 25
minutos y la restante proteina emitida (39.89%) sale del polen entre 30
minutos y 19 horas, cada vez en menor proporcion. Debe hacerse notar que se
recoge un 6.4% menos de proteina mediante extracciones parciales que en la

extraccidon no interrumpida.

FI estudio analitico de los componentes proteicos de los extractos, se Hevo
a cabo mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
detergente (SDS). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.1

Comparando el perfil electroforético del extracto total, con el de cada uno de

El ' E5
SRS A S R
| .

E30/ Eth, E2h| E4h'E1% ET |

PM(kDa)

- 94
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|
|
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1

.. 201

. 144

Figura 4.1

Estadio comparative mediante SDS-PAGE de las proteinas de los extractos
parciales (Ei, ES, E30, Elh, E2h, E4h y E19h) y del extracto total (ET). Se
sometieron a electroforesis 60 pg de cada fraccidon y la tincion se realizé con
CBB- R251.
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los extractos parciales, puede verse que Es |ET l f’M(kDa)
las proteinas mayoritarias del polen de f

centeno son liberadas en orden -~ %4
creciente de peso molecular, Se i
observa que la mayor parte de las o
Piotelng mferlores 020 kDg, 5e 0 (S EEE i
liberan durante los 30 primeros

minutos de incubacion. Las proteinas -y
con pesos moleculares entre 28 y 20

kDa se liberan mayoritariamente s

durante los primeros 30 minutos, pero
su extraccion continta hasta las dos Figura 4.2

horas de incubacion. En el extracto de Peflles | electoiloritves de. las

30 minutos se comienza a recoger una proteinas de los extractos obtenidos

mediante 19 horas de incubacion
alta proporcion de proteinas de 28 y 33 ininterrumpida  del  polen  de
centena (ET) y mediante sonicacion del
mismo (ES). Tincién realizada con
hasta el final del proceso. El cBB-R250

kDa, manteniéndose alto el porcentaje

componente de 67 kDa muestra su

mdxima proporcion de extraccion en la Gltima incubacion.

La comparacion de los perfiles electroforéticos del extracto total y el del
extracto sonicado, puso de manifiesto que existe una distribuciéon de bandas
similar en los dos extractos, pero la proporcién de proteinas de pesos
moleculares cercanos a 30 kDa es, sin embargo, muy inferior en el extracto

sonicado (figura 4.2).
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4.1.1.3 Identificacion de
alergenos

La determinacién del
momento de la incubacién
en que se liberan los
alergenos del polen en
estudio, se realizg
mediante la técnica del
"Dot-immunobinding",
valorando la union
especifica de lgE a las
proteinas de cada uno de
los  extractos  parciales
obtenidos. En el estudio se
ensayaron individualmente

18 sueros de pacientes

alérgicos al polen de
centeno. Los resultados
(figura 4.3), ponen de

manifiesto que a pesar del

alto porcentaje de proteina

1 [ | SETEE [OP-L O AT I T 1

i

|

LA

Figura 4.3

Representacian grifica de la union especifica de
IgE a las proteinas de los extractos parciales y total,
obtenidos por incubacidn del polen de centeno, La
valoracion se  realizé  mediante la  técnica de
Dot-immunobinding

extraida durante los 5 primeros minutos, el contenido alergénico en los

extractos es bhajo. Esto podia suponer gue las proteinas de peso molecular

inferior a 28 kDa, que son los componentes mayoritarios liberados en los

primeros periodos, no fueran alergénicas. El incremento en reactividad de las
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extracciones a tiempos mds largos, es coincidente con el aumento de
intensidad en las bandas de 28 y 33 kDa, lo cual sugiere que éstas incluyen

algtn alergeno.

La determinacién del peso molecular de los componentes reactivos del
polen se hizo mediante inmunoelectrotransferencia. Las proteinas de los
distintos extractos parciales y del extracto total, separadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa, detectandose

posteriormente a cuales de ellas se unia especificamente la IgE. Los
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Figura 4.4

Identificacion, mediante inmunoelectrotransferencia, de los componentes
alergénicos de los extractos parciales y del extracto total del polen de centeno.
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resultados (figura 4.4) confirmaron la suposicion: los componentes de bajo
peso molecular no fueron reactivos, mientras que aquellos de 28, 33, 48 y 67

kDa unieron IgE de forma especifica.

De acuerdo con todo esto, los alergenos del polen de centeno son
proteinas de peso molecular superior o igual a 28 kDa, las cuales se extraen
del polen, en mayor proporcion, después de los cinco primeros minutos de

incubacion.

4.1.1.4 Cromatografia de intercambio idnico

Los primeros estudios sobre las caracteristicas de carga molecular de las
proteinas extraidas del polen de centeno se hizo analizando su

comportamiento en una columna de intercambio aniénico.

Teniendo en cuenta los resultado sobre emision de proteinas y alergenos,
se realizaron dos extracciones consecutivas con el mismo polen. La primera
extraccion contenfa la proteina liberada por el polen durante los treinta
primeros minutos de incubacion en tampon fosfato (extracto E30) y la
segunda las proteinas que se liberaron entre 30 minutos y 19 horas (extracto
BE30-19). Ambos extractos fueron subfraccionados, bajo las mismas
condiciones, en una columna de celulosa DEAE-32 de Whatman. En la tigura
4.5 se muestran sus respectivos perfiles de clucion. Se observa que el nimero
de picos recogidos y su distribucion es igual en los dos procesos. Este hecho
refleja que la afinidad de los componentes de ambos extractos por los
radicales de la columna es similar. Sin embargo, la proporcién de proteina en
los picos 1, 2, 7y 8 con respecto a los otros picos, es mayor en el extracto

E30-19 que en el E30. Si se considera que la cromatografia se realizd en un
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Figura 4.5

Perfiles de elucion de las cromatografias de intercambio idnico, realizadas en una
columna de DEAE-32 con los extractos E30 y E30-19. Los nimeros identifican aquellos picos

posteriormente estudiados.
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tampon a pH 8, estos resultados indican que después de 30 minutos de
incubacion, las sustancias liberadas por el polen son mayoritariamente bdsicas

y dcidas, mientras que las neutras se encuentran en un pequefio porcentaje.

La deteccidn de alergenos en los distintos picos cromatograficos se realizo
mediante la técnica del "Dot-immunobinding”, valorando la IgE especifica
que se unia a las proteinas de cada uno de ellos. El ensayo se realizd
individualmente. con cada uno de los sueros de los 18 pacientes
seleccionados. En este estudio no se consideraron como independientes los

picos Sy 6 eluidos del extracto E30-19 por el alto solapamiento de ambos.

Los resultados indican que la mayor proporcion de alergenos se encuentra
en las fracciones mas bdsicas de ambos procesos, aungue son
significativamente mas reactivas las del segundo extracto (figura 4.6). El pico
7 del primer extracto no unié IgE especifica, mientras que en el equivalente
del segundo se detectd uno de los valores maximos, particularmente con el
suero del paciente nimero 11. Este dato refleja que hay algin alergeno dcido
que se extrae del polen después de 31} minutos de incubacion. Los picos 3, 4, 5
y 6 unen cantidades similares de IgE en los dos extractos, pero siempre con

valores muy inferiores a los de los picos bésicos.

El estudio analitico de las proteinas de cada pico se realizd medrante
electroforesis en geles de poliacrilamida, en presencia de SDS. Los
resultados, se muestran en la figura 4.7. Con respecto a las bandas
mayoritarias, s¢ observa que la banda reactiva de peso molecular 67 kDa se
recoge en el primer pico de ambos procesos, lo cual indica que es una

proteina basica,
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Figura 4.6

Representacion esquematizada de la cantidad de IgE especifica unida a los componentes
de los diferentes picos recogidos en la cromatografia de intercambio anionico (DAE-32), de
los extractos £30 4] |) yE30-19 (JJll ). P =N" de paciente estudiado.
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La banda de 48 kDa no se detecta claramente en ninguno de los picos.
Cabe pensar que esta banda esté formada por varias proteinas con el mismo
peso molecular y diferente carga, las cuales se recogerian en diferentes picos.
Debido a la pequena proporcién en la que se encuentra esta banda en el
extracto de partida, el desdoblamiento en varios componentes puede ser la

causa de que no se visualice.

Ias bandas con movilidad proxima a 30 kDa se encuentran en
préacticamente todos los picos de ambos procesos, pero en el primer pico del
extracto E30-19, hay dos bandas en una alta proporcién, mientras que en el de
los demas solo hay una, con diferentes movilidades. Se observa que en el pico
7 del extracto E3(}-19 hay un aumento de tincion en los componentes de peso
molecular 30 kDa, con respecto a la detectada en el mismo pico del extracto
E30. Es posible que el incremento pueda estar asociado con el aumento de

alergenicidad detectado en el pico 7 del extracto E30-19.

Las proteinas de menor peso molecular se eluyen en una alta proporcion

en todos los picos del extracto E30.

Todos estos estudios reflejan que la segunda extraccidén contiene una
mayor proporcion de alergenos. El paralelismo encontrado entre los picos de
elucion y entre los perfiles electroforéticos de los componentes de ambos
extractos, sugiere que algunos alergenos del extracto E30-19 han comenzado
a ser extraidos antes de los 30 minutos, por lo que también se encuentran en

el extracto E30.

A lavista de estos resultados se realizd un nuevo diseno de extraccion para
conocer como se liberaban las proteinas entre 5 y 30 minutos. Las

interrupciones de la incubacion en este nuevo diseno de extraccidon se
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Figura4.7

Perfiles electroforéticos de los componentes de los picos obtenidos mediante
cromatografias de intercambio anionico (DEAE-32) de los extractos E30
(figura A) y E30-19 (figura B). Los nimeros indican el pico cromatogrifico

analizado.
*1: Pico no analizado.
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llevaron a cabo a los siguientes tiempos: 1, 5, 15 y 30 minutos y 1, 2, 4 y 19
horas. El andlisis de los componentes de estos nuevos extractos se realizo
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Los resultados mostraron
que después de 15 minutos de incubacion pricticamente no se liberan los

componentes de peso molecular inferior a 20 kDa (figura 4.8). Las proteinas
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Figura 4.8

Resultados del estudio electroforético de los extractos parciales obtenidos
por incubacion del polen del centeno con nuevos tiempos de incubacion.

extraidas en el extracto de 30 minutos fueron similares a las de una hora, y las

recogidas en el extracto de 2 horas eran similares a las 4 horas, por lo que en

CAP: 4 rac. 14



RESULTADOS

sucesivos estudios fos tiempos de las extracciones parciales fueron: 1, 5y 15

minutosy 1, 4y 19 horas.

4.1.2 Polenes de Allergon y Sigma

En la fase inicial del presente trabajo, se utilizaron indistintamente pélenes
de dos lotes diferentes que no mostraban entre si diferencias significativas.
Ambos pdlenes habian sido recolectados en el afo 1987 y servidos en el ano
[988 con unos meses de diferencia. Ante la imposibilidad de que el mismo
surministrador proporcionara la cantidad de polen necesaria para un estudio
preparativo, se solicitaron poélenes a dos casas comerciales diferentes:
Allergon y Sigma. El primero de ambos, suministra polenes a una gran parte
de los laboratorios farmacéuticos europeos para la preparacion de vacunas y

extractos de diagnostico.

El comportamiento de estos pélenes durante el proceso de incubacion en
tampon fosfato, fue estudiado de forma andloga al polen anterior. Se
obtuvieron extractos totales y parciales incubando, simultineamente, los

polenes de los tres suministradores.

Los resultados de la valoracion de proteinas en los extractos asi obtenidos
(tubla 4.11) muestran diferencias entre las cantidades recogidas de los
diferentes polenes, destacando como muy alto el valor de las primeras
extracciones del polen de Allergon. El intenso color amarillo de estas

extracciones reflejaba también un alto contenido en pigmentos.
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T

Extracto Polen de I Polen de : Polen de
Valorado Stgma i Allergon JI J.AJiméncz

’ I
ET 425 751 Al
Ei 195 42 | 1.6
ES 062 0oy (163
E15 0.44 : 0.51 | 0.4%
Eih as1 051! 0.63
Edh 050 1 e 074
E19h (.68 ? (r.u2 : 115

: |

TABLA 4.11

Resultados de la valoracion de proteina, realizada por el
métado de Lowry, en los extractosparciales y totales obtenidos a
partir de pélenes de diferentes suministradores.

El andlisis electroforético de los componeantes de los extractos preparados
en este estudio, puso de manifiesto que existian diferencias significativas en la
cinéticas de emision de sus proteinas (figura 4.9). En el polen de Allergon se
observa que aunque las bandas mayoritarias son similares a las de los pdlenes
del afio 1987, no mostraban en cainbio diferencias en sus periodos de emision,
liberdndose todas a lo largo de todo el proceso. Los resultados del mismo
estudio con el polen suministrado por Sigma, indicaron que en este polen las
cinéticas de emision eran muy similares al polen de partida. Estos resuitados
sugerian que en estos dos pdlenes se llevan a cabo los mismos procesos

botadnicos, mientras que en el de Allergon son diferentes.
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Extractos del polen de Allergon Extractos del polen de Sigma
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Imigenes de los perfiles electroforéticos de los extractos obtenidos a partir de los polenes de
Allergon, Sigma y J.A. Jiménez mediante incubaciones realizadas en paralelo.

Figura 4.9
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El estudio mediante microscopia dptica de los tres tipos de polen puso en
evidencia que las diferencias observadas entre los extractos obtenidos de cada
uno de ellos, podian deberse a las diferencias existentes entre los materiales
de partida. Asi se observo que el polen de Allergon contenia un porcentaje de
fragmentos de planta del 10%, (superior al 5% recomendado por la IUIS) y
que el polen se encontraba muy deteriorado. Se observaron muchos poélenes
vacios y otros con contornos no redondeados lo que implica una deficiente
hidratacion (figura 4.10). Los poélenes de Sigma mostraban una buena
morfologia con ausencia de fragmentos de plantas y de polenes
contaminantes, aunque presentaban la tendencia a permanecer agregados.
Sus tamanos eran mds homogéneos que los del polen anterior (figura 4.12).
Los polenes de J. A. Jiménez se mostraban con mayor contenido
citoplasmatico que los dos anteriores. Su aspecto mas redondeado y su mayor

tamano reflejan que este polen se encontraba mejor hidratado (figura 4.11).

Figura 4.10

Imagen  tomada
mediante microscopia
optica de los polenes
de  Allergon. Las
flechas senalan
algunos de los
fragmentos de
plantas observados.
Se aprecian
contornos irregulares
en algunos de los
polenes asi  como
polenes vacios.

CAP: 4 racG: 18



RESULTADOS

Figura4.11

Resultados del
analisis microscopico
de los pdélenes de J.A.
Jiménez. Se observa
una gran
homogeneidad de los
granos y ausencia de
fragmentos de
plantas y de pdalenes
extranos,

Figura 4.12

Imagen  micros-
copica del polen
suministrado por
Sigma. Sus caracte-
risticas morfologicas
¥ su composicion son
muy similares a los
polenes de.  JA
Jiménez aunque se
aprecia una tendencia
a su agregacion.
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Las diferencias existentes en el nimero de polenes rotos justificaria os
altos valores de proteina de los primeros extractos del polen de Allergon y la
deficiente hidratacion refleja la no recuperacion de las caracteristicas

osmoticas de la membrana citoplasmatica.

4.1.3 Polenes de ). A. Jiménez recolectados en 1991, 1989 y 1987
Coincidiendo este momento del estudio con la época de floracion de las
gramineas, el suministrador del polen de partida dispuso de las cantidades
requeridas. Segln el propio recolector, en la preparacion de este polen nuevo
se habia seguido un protocolo diferente de desecacion que mejoraria su
conservacion. Ademds, sus pdlenes cumplian las especificaciones de partes de
plantas y contaminantes requeridas por la IUIS. El buen estado del nuevo

polen permiti obtener extractos de una alta calidad.

Como mis tarde se verd, los extractos obtenidos con el nuevo polen
mostraron unos perfiles  electroforéticos muy nitidos, aprecidndose
diferencias en las cantidades de proteina extraida y en su forma de liberacion
durante la incubacion. Esta variabilidad observada entre los extractos
obtenidos a partir de diferentes lotes de polenes podia deberse a diferencias
botanicas, normales entre pdlenes recogidos en diversos anos, o bien a
modificaciones producidas durante el proceso de conservacion. Teniendo en
cuenta que la calidad del material de partida determina la calidad del extracto
alergénico preparado, estudiamos el posible origen de estas diferencias. Para
ello se hizo un estudio comparativo entre los extractos parciales y totales
obtenidos en tampan fosfato, segiin el protocolo de uso en el laboratorio, de

los siguientes polenes:
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e Polen 1, recolectado en 1987 y conservado en nevera con desecante

e Polen 2, recolectado en 1987 y tras un breve periodo en nevera con

desecante, congelado por debajo de -2(°C
e Polen 3, recolectado en 1989, y conservado como ¢l polen 2

e Polen 4, recién recolectado (1991), y una vez desecado, conservado en

ka nevera con desecante, durante 15 dias

No se pudo disponer de los pdlenes de las cosechas de fechas intermedias
porque el suministrador solo conserva una pequena muestra de poélenes de

anos alternos,

Todos estos polenes habian sido recogidos y procesados por el mismo
recolector, se habfan cosechado en zonas proximas y pertenecian a la misma
variedad de plantas. Tan solo diferfan en que el polen de 1991 se habia
desecado con un nuevo protocolo. Todo ello podia contribuir a disminuir

diferencias botanicas debidas al tipo de polen.

4.1.3.1 Controf de roturas de polenes

Anilogamente al  primer polen  estudiado, se  analizaron
microscopicamente los sedimentos recogidos sin detectarse roturas por

choque osmatico.

Los resultados electroforéticos obtenidos con los extractos del polen nuevo
sugerian un buen estado de conservacion de éste. Si un polen de centeno
conserva las caracteristicas de sus membranas en buen estado, la hidratacion
in vitro con agua destilada, induce el choque osmético de la célula vegetativa,

v el polen se abre por su zona mds débil, la apertura. En la figura 4.13 se
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observa como la incubacion en agua destilada, provocod la rotura de las
membranas de los pélenes nuevos, que se inicio a los 40 segundos de entrar
en contacto con el agua. Los otros polenes no experimentaron este choque

osmotico. El mayor tamano de los polenes nuevos, al final de la hidratacion,
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Figura4.13

Imagen tomada mediante microscopia optica del choque osmético inducido por
incubacion en agua destilada del polen recolectado en 1991,

demuestra que la rotura se produce en ellos porque ha habido una
penetracion de agua al interior celular superior a la de los otros polenes. Este
resultado confirma que existen diferencias en el estado de conservacion entre

el polen nuevo y los demas polenes.
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4.1.3.2 Liberacion de proteinas y alergenos

Los resultados de la valoracion de proteinas en los diferentes extractos

obtenidos en este estudio comparativo {Tabla 4.11I), muestran que a nivel

cuantitativo, la emision de proteinas es similar entre los extractos recogidos

de los tres pélenes conservados, mientras que el polen nuevo libera sus

proteinas de diferente manera. Se observd que con el polen nuevo, es menor

la cantidad de proteina recogida ¢n los extractos de 1 minuto, 4h y 19h,

mientras que la cantidad se incrementa en las extracciones de 5y 15 minutos.

Lxiracto i Polen Polen I Polen } Polen \ Polen —‘
valorada | 1987 ] 1987 1989 ! F991 199}
“{nevera) .L (rongeladu) i (congelado) i {reciente) | {1 afio nev.)
El 157 LS 137 | ooam; 0.64
ES 053 1 050 | 08 08I .71
EIS | 038 0.33 0.43 i 0.71 0.63
Eth 046 | 040 | 044 | 0.39 1.46
E4h | 060 0,50 043 027 0.26
EIoh 088 | 075 | 071 ‘ 0.48 0.4%
: !
.
TABLA 4.111

Resultados de la valoracion de proteina, realizada por el método de
Lowry, en los extractosparciales y totales obtenidos a partir de cuatro
lotes de pilenes de un mismo recolector. También se incluyen los
resultados de la valoracion de los extractos obtenidos, con ¢l mismo
protocolo, a partir del polen de 1991, un ano después de su recoleccion.
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En el estudio electroforético de los extractos recogidos con los cuatro tipos
de polen, se observan diferencias en la composicién entre aquellos del polen
nuevo y los de los conservados (figura 4.14). Asi, la banda de 67 kDa no estd
claramente definida en ninguno de sus extractos y se detectan nuevas bandas
entre los componentes de mayor peso molecular. También se observa una
mayor nitidez de las bandas que se obtiene con los extractos del polen nuevo,
lo cual permite distinguir con mas claridad ¢l namero de bandas que los

componen.

También se detecta una modificacion en la cinética de emision de
proteinas. A diferencia del polen conservado, en las primeras extracciones del
polen nuevo, hay un mayor porcentaje de las bandas con movilidad cercana a

30 kDa, mientras que en los extractos finales ¢f porcentaje es minimo.

Los resultados de 1a valoracion de proteinas en los extractos de un minuto
de incubacion y los perfiles electroforéticos de sus componentes, parecen
contradictorios. Asi, mientras que los datos del método de Lowry reflejan una
menor proporcion de proteinas en el extracto del polen nuevo, en el patron
electroforético se observa, en cambio, un mayvor nimero de componentes
extraidos. Aunque el método de Lowry hu sido descrito como un buen
método para valorar el contenido proteico en extractos de polenes (Hogne et
af, 1989), puede no estar exento de interferencias. Valoramos nuevamente los
extractos mediante otros tres métodos diferentes: Bradford, relacion

densitométrica 280/260 y relacion densitométrica 23()/26().

En la tabla 4.1V se muestran los resultados de las cuatro valoraciones. En
ellos se observa que las mayores diferencias en fa valoracion de proteinas por

los diferentes métodos se producen en los extractos de un minuto de
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Polen 1991 Polen 1987 (nevera)
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Figura 4.14

Perfiles electroforéticos de los extractos obtenidos mediante incubacion en tampon fosfato
de polenes de centeno de cuatro lotes diferentes de un mismo suministrador.
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incubacion y en los extractos totales. Cabe destacar que la cantidad de
proteina valorada en los extractos del primer minuio mediante la relacion
densitométrica 280/260 es diez veces superior a la estimada con el método de
Bradford. En el resto de las extracciones los resultados obtenidos por los
cuatro métodos son mas homogéneos, destacando el paralelismo encontrado
entre el método de Lowry y la relacion densitométrica 260/230. Con el
método de Bradford se obtienen los valores mis bajos y podria suponer que el
método infravalora la cantidad real de proteina que contienen los extractos.
La relacion densitométrica 280/260 es muy irregular, asi parece sobrestimar el
contenido proteico de las tres primeras extracciones de los pdlenes viejos,
mientras que en el extracto de un minuto del polen nuevo el mismo método
dio un valor negativo y en los extractos de cinco y quince minutos la

valoracién parece infraestimar la cantidad de proteina.

A la vista de estos resultados, el método de Lowry fue empleado para
valoracion de proteinas en el resto del estudio, pero siempre teniendo en

cuenta las posibles interferencias.

El estudio de la alergenicidad de los extractos obtenidos a partir de las
cuatro clases de polen, fue realizado mediante la técnica del "Dot-
immunobinding" valorando, en un mismo ensayo, la IgE especifica que se une

a sus componentes.

Los resultados sugieren que en el polen nuevo, las protefnas mads
alergénicas también poseen un peso molecular cercano a 30 kDa (figura 4.15).
Asi los extractos mads reactivos del polen nuevo fueron los de 15 minutos y 1
hora, que son los que contienen una mayor proporcidon de bandas con

movilidad cercana a 30 kDa y un bajo contenido en las de menor peso
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Polen 1987

Polen 1987 congelado

Haracto | L D()m}DUgm ;CBB Bamco L L | DO230/ DO2so | CBB
Valorado | 1 Valorado | L !
T I i
Eif s oL 230 02 E1 | e 139 0 20 035
BS loss 057 1095 1031 ES 042 1 055 085 029
15 Joss 03 oo |02 E15 | 034 : 036 1 DS1 | 026
Bih 050 0 043 | 047 | 033 Eth | 044 | 040 | 040 | 020
Eah | 072 T oS8 066 | 038 Edh | 056 | 055 | 03¢ | 032
E19h | 092 078 0 LO4 046 Eloh] 072 1 067 | 081 1037
ET | 44 205 466 L2 ET {400 258 | sox |
Polen 1989 Polen 1991
Hstracto L ﬁD()zg?}D(’)zgu "FCBB Extracto | L 1E_D()zmi‘l)()zsz,n ? CBB
Valorado ; : Valorado i { |
o " e | |
Bl f40 105 as2 o4 El oz s o VN o
ES joss  0ss 120 1 0m ES | 080 094 053 | 047
EIs o4 035 1080 1031 Eis L o720 1 oS ; 0.42
Eth o040 03 Lo 0 Eih | 042 | 053 | 038 | 03l
Eah |uds 047 |07 : 0.33 E4h | 030 1 041 1032 | 021
E19h | 050+ 065 1105 ;037 Eloh| 054 0 104 1 099 1030
ET 1428 © 272 1692 - L3 Er | 352 0 a6s | 254 1208
TABLA 4.1V

Resultados de la valoracion de proteinas en los extractos totales y parciales obtenidos de
cuatro lotes diferentes de polen de centeno (suministrado por J. A. Jiménez) mediante los

siguientes métodos: L. =

método de Lowry; DO2s,

relacion densitométrica 230/260;

DOon= refacion densitométrica 280/260; CBB = método de Bradford. VN = Valor negativo
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molecular. La reactividad fue menor en el extracto final, que incluye muy
pocos componentes de ese peso molecular. Se aprecia una mayor reactividad
del extracto total lo cual implica que en este polen hay mayor proporcion de
alergenos, bien porque haya mayor porcentaje de los ya identificados, bien
porque estén mejor conservados sus determinantes alergénicos o bien porque
haya componentes reactivos que se han perdido en los pélenes conservados

durante largos periodos. Un estudio mds detallado sobre los componentes

alergénicos del polen nuevo se expone posteriormente.

ET  EIOh Edh ' Eih = El5 ES El

n
T
‘ L L Polen 87
Biitiitii (nevera)
i
I Polen 87
thiiil § (congelador)
FERRE
.-‘E(' i
: &} Polen 89
- i (nevera)
i
i m; | Polen 91

Figura4.15

Resultado de la valoracion mediante
"Dot-immunobinding” de la union especifica de IgE a
las proteinas de los extratos totales y parciales
obtenidos de cuatro lotes de polenes diferentes de un
mismo suministrador.
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Aunque los resultados obtenidos con {os extractos recogidos a partir de los
polenes conservados muestran entre ellos una alta semejanza, los resultados
electrotoréticos y del "Dot- immunobinding" de los extractos del polen del
afio 1989, podrian considerarse como intermedios de los obtenidos con los

extractos de los polenes del ano 1987 y los del ano 1991,

Los polenes de Allergon y de Sigma proceden de distintos paises, y han
sido recolectados mediante procedimientos muy diferentes a los de los
polenes espanoles. A pesar de ello, los perfiles electroforéticos de sus
extractos son parecidos a los obtenidos con extractos de pdlenes recolectados
en 987 v 1989, mientras que difieren con los de los extraidos del polen de
1991, Todos estos datos sugieren que las diferencias observadas se deben a
modificaciones producidas en los pdlenes durante la etapa de conservacion y

no a variaciones botdnicas entre los polenes de diferentes anos.

Después de un afo de conservacion en la nevera, se repitieron las
extracciones del polen recolectado en 1991, Los resultados del contenido
prateico (tabla 4.1, mostrada anteriormente) asi como los perfiles
electroforéticos (figura 4.16), son similares a los primeros que se obtuvieron
con este mismo polen nada mas ser suministrado. Este resnltado pone de
manifiesto que e} polen no se habia alterado durante el periodo de
conservacion. Teniendo en cuenta que el polen habia sido desecado en
condiciones mds ventajosas, este nuevo dato sugiere que las diferencias
observadas pueden deberse al método de desecacion seguido para su

conservacion, mds que por el periodo o forma de almacenamiento,
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Los resultados del estudio comparativo entre los extractos obtenidos de

polenes de centeno, conservados de diferentes formas, nos indican por tanto

El 1 ES ['E15] Elh | E4h [E19H] PM(kIDa)

- 43
— 30

e 4

Figura 4.16

Perfiles electroforéticos de los componentes de los extractos
obtenidos mediante incubacion en tampon fosfato a partir del
polen de 1991, un ano después de su recoleccion, conservado en
nevera,

que el polen del ano 1991 estd en mejores condiciones para realizar el estudio

sobre sus alergenos.
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4.2 INCUBACIONES BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE PH

Se ha descrito que el pH del medio de incubacidn tiene influencia sobre la
proparcion de proteinas que se liberan del polen, asi como sobre la cinética
de emision de algunos alergenos (Marsh er al, 1981; Larsen, 1991). Los
primeros autores encuentran en el polen de la ambrosia, que a pH 4cido son
extraidos favorablemente algunos alergenos bdésicos, mientras que a pH

hadsico se extraen mas facilmente los dcidos.

Los resultados de la cromatografia de intercambio iénico, realizada en el
estudio de carga molecular de los alergenos del polen de 1987, mostraban un
bajo porcentaje de componentes neutros. Teniendo en cuenta los resultados
de Marsh er «f (1981) antes citados, la utilizacion de un tampodn neutro en la
incubacion, podia haber determinado la baja proporciéon de componentes

neutros obtenida.

Para conocer si el pH del medio influia sobre la emision de proteinas y
alergenos del polen en estudio, se realizaron extracciones totales y parciales
mediante incubacion del polen en tres condiciones de pH diferentes: dcida
(glicina CiH 10 mM, 150 mM CINa, pH 3), neutra (PO4HNa-POsH2K
L) mM, 150 mM CINa, pH 7.4) y basica (CO3HNa- CO3Naz 10 mM, 150 mM
CINa, pH 10},

En el estudio se ha tenido en cuenta que durante la incubacion, el polen
libera determinadas sustancias tamponantes capaces de modificar el pH del
medio. Por esta razdén se ha medido el pH en cada uno de los extractos

preparados.
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4.2.1 Estudios realizados con pélenes de 1987

4.2.1.1 Cambios en ¢l pH del medio inducidos por el polen

Los valores de pH de cada uno de los extractos recogidos en este estudio se
muestran en la tabla 4.V columna B. Con respecto a los extractos totales, se
observa que los pH iniciales de los tampones glicina, fosfato y carbonato (3,
7.4 vy 10) han sido modificados a 4.5, 5.4 y 7.6 respectivamente. Las mismas
modificaciones se observaron en los extractos parciales de un minuto de
incubacion. En las extracciones posteriores se ohservéd que el pH del tampén
de partida se mantuvo invariable en las incubaciones realizadas con tampdn
fosfato y carbonato, mientras que en las de glicina fue constantemente
cambiado a pH 5. Estos resultados reflejan que ¢t cambio de pH observado en
los extractos totales tuvo lugar durante el primer minuto de incubacion,
permaneciendo en esas condiciones de pH las 200 horas sucesivas. Segiin esto,
el pH medido en los extractos totales debe de ser considerado como el pH
real de incubacidon. Estos resultados muestran, ademas, que el
comportamiento del polen en el extracto total no puede ser comparado con el
comportamiento en las extracciones parciales, ya que solamente los extractos

de un minuto se incubaron en las mismas condiciones.

4.2.1.2 Liberacion de proteinas

La cantidad de proteina liberada por el polen en las extracciones llevadas a
cabo en este estudio, se exponen en la tabla 4.V columna A. Los extractos
totales obtenidos en tampdn acido y neutro, contienen pricticamente la

misma concentracion de proteina. mientras que en el tampon bdsico se
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Extracto GLICINA (pH3) | FOSFATO (pH7.4) ‘ CARBONATO (pH10)
valorado A | B i A | B A . B
L ' i
ET 45 = 031 45 428 £ 023 54 390 = 003 | 76
El L2 = 0010 D45 120 = 000 | 5S4 148 £ 019 | 76
ES 046 = 004 | S0 1054+ 005 | 73 059 = 010 | 95
IS 027 = 008 . 50 1035+ 002 73 1045 + 009 | 0.
Elh 030 + 004 : 50 o4 =004 0 73 053 = 008 10,
E4h 045 + 006 | S0 0S% x 006 0 73 0S8 = 010 0.
B |045 2 011 500 07 o« 008 |73 5 083 = 003 |10,
YES5-E20hf 193 262 | | 2.8 |
‘ ; 1
TABLA 4.V

Resultados de fa valoracion de proteina por el método de Lowry (columna A} y de la
medicion de pH (columna B) en los extractos totales y parciales obtenidos por incubacion del
polen del centeno en tres tampones diferentes. Los valores son la media de tres experimentos.
+ desviacion estindar media. ZES-E200 representa la suma de la proteina extraida en las
extracciones parciales recogidas después de un minuto de incubacion.

obtiene la menor cantidad (14.4% menos con respecto a glicina). Durante el
primer minuto de incubacidn se extruen .42 mg, 1.20 mg y 1.48 mg en los
tampones glicina, fosfato y carbonato respectivamente, representando el 31.5
Go, 283 O¢ y 379% de la proteina extraida en el extracto total el
correspondiente tampon. Comparando la cantidad de proteina que se libera
después del primer minuto y hasta el final del proceso (3ES-E20h),
observamos gue en las incubaciones con tampdn carbonato se recoge 1.05 mg
mas de proteina que en glicina y 0.360 mg mds que en tampon fosfato. Estos

resubtados  reflejan que en condiciones bdsicas se obtiene, mediante
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extracciones parciales, un 35% mas de
proteina que en condiciones dcidas y un

12.1% mas que en las neutras.

Los perfiles electroforéticos de los
extractos totales se muestran en la figura
4.17. Se observa pequenas diferencias : en
medio acido, las bandas de 67 y 48 kDa
son mdas intensas que en las de los
extractos basico y neutro. Las bandas
minoritarias de 81, 88 y 98 kDa no se
observan en los extractos acidos. La
distribucion de las bandas de los extractos
preparados en fosfato y carbonato son

similares entre ellos.

Los resultados del analisis

!
ETGETF ETC PM(kDa)

04
iy

B
i

= a0
. 148

Figura 4.17

Perfiles electroforéticos de las
proteinas de los extractos totales
obtenidos por incubacion del polen de
centeno en tampones glicina (ETG),
fosfato (ETF) y carbonato (ETG)

electroforético de los extractos parciales se presentan en la figura 4.18. En

tampon carbonato se detecta una mayor proporcion de los componentes

extraidos, principalmente aquellos de pesos moleculares comprendidos entre

28 y 20 KDa. Por el contrario, en tampo6n glicina se obtiene el menor niimero

de componentes. Analizando las bandas mayoritarias, no se aprecian por este

método diferencias significativas en la extraccion de componentes de 28 y 33

kDa. La banda de 48 kDa se extrae con mayor eficacia, en condiciones dcidas

y basicas, y la de 67 kDa, se extrae con mejor rendimiento en condiciones

basicas.
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Glicina Fosfato Carbonato
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Figura 4.19

Perfiles electroforéticos de las proteinas de los extractos parciales obtenidos por incubacion del polen

del centeno en tampones glicina, fosfato y carbonato (figura 18), Identificacion mediante
inmunoelectrotransferencia de las bandas reactivas de cada uno de los extractos (figura 19).
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Con respecto al momento en que se liberan las diferentes proteinas, se
observa gque mientras en tampon fosfato la banda de 67 kDa tiene un maximo
de emision en los extractos de 4 y 20 horas, en carbonato la proporcion es alta
desde el extracto de 1 hora hasta el final del proceso. En tampon glicina se
extrae en una proporcion muy inferior a la de los anteriores tampones, con un
posible maximo en el primer minuto. La bunda de 48 kDa también muestra
diferencias en su cinética de emision, observindose un miaximo en Jos
extractos de 1, 4 y 20 horas en tampon glicina, y en los de 1y 4 horas en

tampon carbonato y en fosfato.

4.2.1.3 Liberacion de alergenos

Las proteinas de los extractos recogidos bajo diferentes pHs de incubacién
fueron separadas mediante electroforesis ep geles de poliacrilamida en
presencia de SDS y posteriormente electrotransferidas a una membrana de
nitrocelulosa. La incubacion de estas membranas con sueros de pacientes
alérgicos al polen del estudio, mostré que las bandas de 28, 33, 48, y 67 kDa
son reactivas en las diferentes condiciones de extraccion (figura 4.19). Se
observa también que una banda de &1 kDa muestra algo de reactividad en
tampon carbonato. La no deteccién de esta banda en el patron electroforético
puede representar (ue se encuentre en una peguena proporcion y que sea
muy alergénica. Andlogamente con la emisiéon de alergenos en tampdn
fostato, los primeros minutos de extraccion incluyen [a menor proporcion de
bandas reactivas. A medida que el proceso avanza se va incrementando el
nimero de componentes alergénicos frente a los no alergénicos,
observandose que en tampdn glicina los extractos recogidos entre 4 y 20 horas

solo contienen bandas reactivas. Los extractos equivalentes, preparados en
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tampon fosfato, contienen mds componentes no reactivos gue en los del

tampon glicing, y en los preparados con tampon carbonato la proporcion es

todavia mayor.

4.2.1.4 Incubaciones con cambios consecutivos de tampOn

Los resultados de extraccion de proteinas y alergenos, bajo diferentes

condiciones de incubacion, sugieren que hay proteinas que no han sido

liberadas por el polen durante la extraccion a tiempos parciales en medio

acido. El diseno de un nuevo protoecolo de extraccion, confirmé la suposicion.

En este nuevo método el polen es incubado a tiempos parciales en tampon

acido en dos procesos paralelos.

horas de extracciones
dcidas, se realiza una
extraccion  neutra vy
posteriormente  una
basica. En el otro
polen {polen 2), se
realizan  las  mismas
extracciones pero
todas ellas con tampodn
glicina. En la tabla
4. V1 se muestran los
vialores de proteina de
los distintos  extractos
obtenidos  en  este

nuevo  protocolo  de

En uno de ellos (polen 1), después de 20

POLEN 1 POLEN 2
A B A B
.‘ 4‘ J
E15 212 49 2.0% 5.0
Eth 0.42 4.6 o042 | 45
E20h 3 45 104 45
E32h 048 6.4 018 3.6
Ed4h 0.56 10.0 012 3.6
TABLA 4.V]

A) Resultado de las valoraciones de proteinas (en mg/ml}
reshizadas en los extractos recogidos en la incubacién con

cambios consecutivos de tampon.

B} Valoracion de pH en los mismos extractos.

Los extractos E32h y Fd4h, del polen 1, se obtuvieron
incubando en tampén neutro y bidsico respectivamente, El

resto se obtuvo en tamipon dcido.
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incubacion. Mientras que el extracto recogido en la incubacion entre 20 hy
32h del polen I contiene (.160 mg/ml de proteina, el equivalente del polen 2
(con cambio del tampdn de incubacidn a fosfato) se encuentra a 0.460 mg/mi.
El cambio a tamp6n carbonato en el polen 2 indujo un nuevo incremento de
la proteina extraida (0.56 mg/ml), mientras que la incubacion equivalente del

polen 1, en medio dcido, experimentd una disminucion en la extraccidn
(0.12 mg/ml).

Para comprobar el contenido en alergenos de los extractos asi preparados,
se hiza un estudio mediante la téenica del RAST. Solo se probaron las

fracciones con mayor contenido de proteina, por ser las Ginicas que permiten

Extracto valorado 1
P | EI5  Eth  E20h  E32h  Eddh
l 2.8 9 4.8 58 1.25
2 - 1.6 .85 3.2 (.55
3 - =17 =17 =17 =17
4 38 11.5 > 17 =17 7
3 2.5 =17 > 17 =17 =17
O 1.1 > 17 =17 =17 14
7 0.8 54 6.0 0.4 44
8 0.48 3 1 3.3 .86
9 (LY& 4.7 0.8 13 1.1
[ > 17 =17 > 17 =17 >17
TABLA 4. VI

Resultados de la valoracion, mediante la técnica del
RAST de la alergenicidad de los distintos extractos
obtenidos por incubacion del polen de centeno con cambios
consecutivos del tampén. P = Suero de paciente valorado
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estudios posteriores. Los resultados (tabla 4.VII) indican que las fracciones
lh, 20h y 32h eran las mas reactivas. Al igual que en los estudios de

alergenicidad realizados mediante "Dot-immunobinding, en los extractos

obtenidos en tampoén fosfato, la proteina extraida en los primeros minutos

contiene una baja proporcion de alergenos. La inmunoelectrotransferencia de

las distinta fracciones (figura 4.20) pone de manifiesto que con el cambio a

tampon fosfato se extraen alergenos con pesos moleculares cercanos a 30 kDa

que no se extraerfan, o lo harian muy lentamente, en tampoén dcido. La

A B

; o PM i PM

E1§ | Elh | E20h | E32h | E42h | (kpga) E15 | Elh | E20h | E32h | E42h | (kDa)

L4 | ; i %4

L i b o7

El. 4 J I
L) oy
| , - 144 t. 144

| i l |
Figura 4.20

A) Resultados del estudio electroforéticos de las proteinas extraidas del polen 1 mediante

cambios consecutivos del tampon de incubacion.

B) Identificacion de las bandas reactivas mediante inmunoelectrotransferencia en los

mismos extractos que en A,
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proteina extraida en el cambio a carbonato contiene una menor propotcién

de alergenos, pero también fue muy reactiva.

Queda claro en esta experiencia, que las proteinas y alergenos del polen de
centeno, son ltheradas al medio de incubacion de diferentes formas
dependiendo de las condiciones del medio y del tiempo de incubacion. De
acuerdo con todo esto, mediante la seleccion del periodo de incubacion del
polen asi como del tampon empleado. se pueden obtener extractos

enriquecidos en diferentes alergenos.

4.2.1.5 Isoelectroenfoque de los extractos obtenidos con cambios
consecutivos del tampdn de incubacion.

Teniendo en cuenta los resultados experimentales de Marsh et al (1981)
sobre la extraccion de proteinas a diferentes pH, cabia pensar que las
extracciones en medio dcido habrian favorecido la salida de los componentes
mds bdsicos y que en los extractos posteriores, a pHs neutro y bdsico, se
extraerfan favorablemente los 4cidos. El estudio mediante isoelectroenfoque
de las fracciones 15h, 1h, 20h, 32h y 44h (figura 4.21) no fue sin embargo
conclusivo. Se observd que en todas as fracciones habia una gran cantidad de

proteinas dcidas y material mal enfocado en tos diferentes rangos de pH.

Estos resultados hacen pensar en la existencia de algiin componente que
interfiere en el proceso, impidiendo gue se enfoquen los distintos

componentes de Jos extractos.
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POLEN 1 (1987)

E20h E32h E44h | MPI

e

=

— 6.l

(T

- 4.8
i | — 4.2

Figura 4.21

Resultados del proceso de isoelectroenfoque de los
extractos recogidos del polen 1 (recolectado en 1987), en
el estudio de extraccion de proteinas con extracciones
con cambios consecutivos del tampén de incubacién,

4.2.2 Estudios realizados con pélenes del afo 1991

Las diferencias entre los extractos obtenidos en tampdén fosfato de pélenes
recién recolectados y de los conservados, sugerfan el estudio del
comportamiento del polen nuevo en las tres condiciones de extraccién. El
disenio experimental fue el mismo que con el polen conservado. Los
resultados de las valoraciones de pH'y de proteina.recogida en cada uno de
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los extractos obtenidos del polen de 1991, se han resumido y comparado con
los obtenidos anteriormente en ias extracciones del polen del anio 1987, en la
tabla 4. VIII.

4.2.2.1 Cambios en pH del medio inducidos por el polen

Con respecto a la modificacion de pH que el polen induce en el medio de
incubacion, se observa que andlogamente el cumbio se produce durante el
primer minuto, aunque fa modificacion es diferente. Cabe resaltar que en la
incubacion del polen nuevo en tampon fosfato v carbonato el cambio de pH
producido es menos drdstico que en la del polen conservado, mientras que en
tampon glicina el cambio fue mas intenso. Por otra parte el valor del pH en
las extracciones posteriores a un minuto, son muy similares entre e! polen

nuevo y el vigjo.

4.2.2.2 Liberaci6n de proteinas

En las tres condiciones de incubacion, la cantidad de proteina liberada por
el polen nuevo en los extractos parciales del primer minuto, fue menor que
las liberadas en los mismos extractos del polen conservado. En este dato debe
de tenerse en cuenta que una parte de las diferencias observadas, pueden
deberse a las posibles interferencias del método de valoracion anteriormente

comentadas.

En cuanto a la cantidad de proteina recogida después de un minuto hasta
20 h de incubacion, se observa que en tampon fosfato y en carbonato se extrae
practicamente la misma proteina en los dos tipos de polen, apreciandose

diferencias en los periodos de mdxima emision. En tampon glicina los valores
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Extracto FO‘%]‘l ATO (pH 7.4) GLlClNA (pH 3) CARBONATO (leQ)
valorado | rn l PROTEINA | 't’_n \[ rrofoiNa | Ph i PROTEINA

| A L. ) 87 1 91 | 87 1 91 &7 ot 87 ool
FT rsra [0S : 42 | 40 | 45 [ 60 |4s ;5_5 76 78 | 39 Ti:s,u
B s4es b a2 fas D oen oss | 76 86 Poas o7
bs ok Cuse ous | s 60 ' nde toe7 | 95 [ g6 | 059 | 080
118 7300 74 038 057 | so , 5.5 027 Jill';” .0 | 0o | 04s ;11‘65
lilh "3 74 foazloeaz ] sooss Caz o | oo | 0o [ 053 | 060
Ldh 73 65 Lasy a2 se ! oas n4s lose b §oo f 058 | 0.50
120k 73 . as oam o osu | s J 55 ¢ 045 | oas | o100 1w | 053 | nso
YIS 1:20h i : 262, 251 J ; %J 304 | ' ll 298 L."s.lz

TABLA 4.VIII

Resumen de los valores de proteina (mg/m}) y de pH estimados en los extractos obtenidos
mediante incubacion del polen de centeno de 1991 en tres tampones diferentes. Cada valor se
compara conles obtenidos en los extractos del polen de 1987 mediante el mismo protocolo de
extraccion, YES-E20h = Suma de la proteina extraida en los extractos recogidos después de
un minuto de incubacion,
de extraccion de proteina, durante este periodo, son en cambio muy
superiores en ¢l polen nuevo. También en este tampdn se modifica el periodo

de mdxinma extraccidn de proteina.

Los perfiles electroforéticos de los distintos extractos recogidos en el
nuevo estudio de influencia del pH, se muestran en la figura 4.22. Se observa
eri ellos que la banda de 67 kDa no se recoge en ninguna de las extracciones
del polen nuevo; en tampon glicina ta banda de 48 kDa se extrae en una alta
proporcion, con un maximo de emision durante el mismo periodo que el
polen conservado. En tampdn fosfato su extraccién es en cambio menor que
en el polen conservado y solamente se extrae entre 5 y 15 minutos de
incubacion. En carbonato también disminuye la cantidad extraida de este

componente v se modifica su maximo de emision {entre los extractos de 15
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Glicina Fosfato Carbonato
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 Figurad22
Resultados del estudio electroforético del contenido proteico de los extractos obtenidos mediante
incubaciones a tiempos parciales del polen de centeno de 1991 en tres tampones diferentes.
minutos y una hora). Se observa, en tampon fosfato y carbonato, que a partir
de 15 minutos se extraen un alto nimero de componentes de pesos
moleculares comprendidos entre 40 y 90 kDa, no extraibles en tampon
glicina. También se observa que en tampon carbonato se extrae durante todo
el proceso componentes de peso molecular comprendido entre 20 y 28 kDa,

en una proporcion superior a la extraida en los otros tampones.

4.2.2.3 Estudio con cambios consecutivos de tampon

Andlogamente al estudio anterior, el polen nuevo fue incubado con
cambios consecutivos de tampon, y las proteinas extraidas analizadas. El

protocolo de incubacién fue igual al que se siguié con el polen viejo pero,
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teniendo en cuenta las diferencias observadas entre las cinéticas de emision

de ambos padlenes, los periodos de incubacion fueron modificados a: 1, 5, 15

minutos, 1, 4, 20, 32 y 44 horas. Los resultados nuevamente reflejan que una

parte de los componentes no extrafdos después de 20 horas en tampdn dcido,

se extraen cambiando el medio de incubacion a tampon neutro y una parte no

extraida en los tampones anteriores, se extrac cambiando el medio de

incubacion a un tampon hisico. Los resultados de esta incubacion estdn

resumidos en la tabla 4.1X. Se observa, sin embargo, que tas cantidad de

proteina liberada al cambiar de tampon de neutro a basico, es algo menor en

A) Resoltado de las valoraciones de proteinas

EXTRACTO POLEN | POLEN?2
VALORADO A i B A | B
i } ]
1 0.65 0. (.60 ! 0.
ES 0ge o 5S 094 | 55
ELS 000 45 | oss | 45
Elh 072 | 45 0.84 : 4.5
Fh 038 | 45 040 45
E2oh | 030 4s 031 | 45
E32h 0.42 65, s |3
E44h 0.30 o, 00 1 3
i | .
TABLA 4.1X

(en mg/mi)

realizadas en los extractos recogidos en la incubacion con cambios

consecutivos de tampdon del polen de 1991,

B) Valoracion de pH en Jos mismos extractos.

Los extractos £32h y £44h, del polen 1, se obtuvieren incubando

en tampon neutro y bisico respectivamente. El resto se obtuve en

tampon dcido.
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el polen nuevo que en el conservado (se recogen 0,56 mg/ml en el polen

conservado mientras que en el nuevo se extrae 0,3 mg/ml).

Los resultados electroforéticos (figura 4.23) muestran nuevamente que el
cambio a fosfato provoca un incremento en los componentes de peso

molecular cercano a 30 kDa, fundamentalmente del componente de 27 kDa.

T ]
11 B ElS] Elh l} E4h | E20h| E32h E44h| PM(kDa)

W L

14.4

: LM
1 Liang ho b
FiE: a
i |
Gl hdr el sl '

Figura 4.23
Estudio electroforético de las proteinas estraidas del polen de centeno de
1991 con cambios consecutivos de tampon,

4.2.2.4 Isoelectroenfoque de las fracciones dcidas, neutras y basicas

La mayor nitidez de las bandas que mostraban las electroforesis de los
extractos del polen nuevo, sugeria una menor modificacion de las proteinas,
asi como una disminucién de sustancias interferentes. Los resultados del
estudio mediante isoelectroenfoque de estas nuevas fracciones (figura 4.24),

muestran grandes diferencias con los obtenidos anteriormente con los
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Figura 4.24 o
Resultados delestudio mediante isoelectroenfoque de las proteinas obtenidas en las

extracciones parciales del polen de centeno de 1991, incubando en tres tampones.

G = Glicina; F = Fosfato; C= Carbonato
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extractos del polen conservado. Las bandas se enfocaron nitidamente

apreciandose una alta proporcién de componentes bdsicos.

Los resultados reflejan que el pH del medio puede influir sobre la
extraccion de alguna proteina en particular (banda de PI 8.25 no extraida en
tampon carbonato), pero en general las modificaciones en las cinéticas de
emision observadas, no parecen ser funcion de la carga de los componentes
del polen de centeno. Asi hay un alto porcentaje de proteinas bésicas y acidas
que se extraen por igual en los tres tampones, durante los 15 primeros
minutos de incubacién. Se pudo comprobar la existencia de una substancia
interferente que se extrae, en mayor proporcion, en los tampones bésico y
neutro a partir de 15 minutos de incubacién, que precipita y arrastra
claramente a las proteinas hacia la zona édcida e interfiere con su enfoque.
Este hecho impide comparar los componentes proteicos extraidos después de
{5 minutos por esta técnica, y sugiere que el incremento de bandas de alto
peso molecular observado en las extracciones posteriores a 15 minutos de los
tampones carbonato vy fosfato puedan corresponder a asociaciones
moleculares v no a la extraccion de nuevos componentes. La interferencia se
extrae en una proporcién muy inferior en las incubaciones realizadas con
tampén dcido, pero en los extractos de 32 y 44 horas, con cambios
consecutivos de tampdn, su proporcion fue tan alta que no permitio su estudio

por este método.

Cuando se estudia mediante isoelectroenfoque los extractos totales
obtenidos en las tres condiciones de pH, se observa que en los extractos
basico y neutro, se produce precipitacion en el punto de aplicacion y hay una

ausencia de enfoque nitido de los componentes, fundamentalmente entre los
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mas bdsicos. En el extracto acido se

enfocan en cambio mds claramente MPI
(figura 4.25). La presencia de la — 93
interferencia, extraida después de 15 865
— 845
minutos, puede por lo tanto provocar 815

la  distorsion del patron  total,
. — 1735
enmascarando la presencia de los bl 685
componentes bésicos. L[ 655
. |— 5.85
— 5.2

4.3 CARACTERIZACION DE

ALERGENOS DEL POLEN DE 1991 | — 455
Los resultados obtenidos hasta |— 375

ahora en los estudios de los diferentes
Figura 4.25

Resultados del estudio mediante
isoelectroenfoque de los extractos

extractos del polen nuevo, sugieren

que la extraccion en medio d4cido

facilita el estudio de las caracteristicas totales obtenidos en glicina (ETG),

. . fosfato (ETF) y carbonato (ETC).
bioquimicas de sus alergenos. La MPl = Morcador de Punto
interferencia en los tampones basico y Isoeléctrico

neutro altera el comportamiento

eléctrico de sus componentes, por lo que no pueden ser estudiados mediante
técnicas electroforéticas sin el empleo de sustancias reductoras o altamente
disociantes. Estas sustancias pueden modificar los determinantes alergénicos,
por lo que su empleo no es recomendado. Es posible que las extracciones
neutras y basicas contengan algiin alergeno diferente, pero su estudio ha sido
pospuesto debido a la mayor complejidad tecnoldgica que se requiere y por el
alto nimero de extractos que habria que estudiar en paralelo.
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El estudio se disend a mvel

preparativo, con  tiempos de sl Fonr
incubacidn iguales a los del estudio :

- _ El 0.90
analitico y recogiendo las proteinas ES 1.10
eluidas  por filtracion  mediante E15 1 060

. . Eih 0.39
succién por o ? X .

ccién por vacio. En Ja tabla 4.X se ean | 03w
muestran  los  resultados de la E20h | 049
valoracion del contenido proteico.
Se observa, con respecto al estudio TABLA 4.X

analitico, un Incremento en la ..
Resultados de la valoracion de

concentracion del extracto recogido proteina  en  los  extractos
preparativos ubtenidos por

a los cinco minutos. Un resultado incubacion del polen de 1991 en

similar se observd en el estudio con tampan glicina.

cambios consecutivos de tampon. En

ambos procedimientos la proteina se recoge por succiOn, mientras que en los
estudios analiticos es por centrifugacion. La diferente metodologia justificaria

el incremento observado.

4.3.1 Determinacion de pesos moleculares

En la figura 4.26A se observan los patrones electrofaréticos de las distintas
fracciones obtenidas. En esta nueva extraccion se observan mas intensas las
bandas de 52 y 63 kDa en los patrones electroforéticos de las primeras
extracciones, que en las obtenidas en las equivalentes del estudio analitico
mediante centrifugacion. La estima de los pesos moleculares de los
componentes reactivos se llevo a cabo mediante inmunoelectrotransferencia.

Las proteinas de los extractos, separadas mediante electroforesis en geles de
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Figura 4.26
Perfiles electroforéticos de los extractos parciales obtenidos, a nivel preparativo,
mediante incubacion del polen del centeno de 1991 en medio acido (figura A).

En la figura B se muestran los resultados de la inmunoelectrotransferencia de los mismos
extractos.

CAP: 4 paG: 31



RESULTADOS

poliacrilamida en presencia de SDS. fueron electrotransferidas a una
membrana de Inmobildn P y posteriormente incubadas con una mezcla de
sueros de pacientes alérgicos. Los resultados (figura 4.26B) reflejan que los
componentes reactivos de este polen tienen pesos moleculares de 52, 438, 33,
30, y 28 kDa. Tampoco fueron reactivos en estas extracciones los

componentes de menor peso molecular.

4.3.2 Determinacion de sus puntos isoeléctricos

La determinacion de los puntos isoeléctricos de los componentes reactivos
se hizo mediante inmunotransferencia. Las proteinas recogidas en las
extracciones parciales, fueron separadas mediante isoelectroenfoque vy
transferidas por presion, a una membrana de Inmobilon P. Estas membranas
fueron incubadas con una mezcla de sueros de 20 pacientes alérgicos a este
polen. Los resuitados se ven en la figura 427, Se observa que hay un alto
porcentaje de alergenos muy bdsicos (entre los marcadores de 8.15y 9.3), que
ademas son muy reactivos segun se desprende de la intensidad de la reaccion
en estas bandas. El resto de los componentes reactivos se enfocan entre los
marcadores de puntos isoeléctricos de 5.2 y 6.55. También se observa dos
componentes alergénicos extraidos durante el primer minuto con puntos

isoeléctricos de 7.2y 7.3.

4.4 PURIFICACION Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE
ALERGENOS

Teniendo en cuenta los resultados experimentales, obtenidos sobre
liberacion de proteinas y alergenos, se seleccionaron unas condiciones de

incubacion que permitieron obtener extractos altamente enriguecidos en
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Figura 4.27

A) Anilisis mediante isooelectroenfoque de los extractos parciales recogidos en la
incubacion preparativa en medio dcido del polen del centeno de 1991

B) Inmunodeteccion en los extractos analizados de los componentes alergénicos.
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alergenos. La menor proporciéon de componentes que contienen estos
extractos, permiten una mejor caracterizacion bioguimica de los alergenos del
polen en estudio. Partiendo de estos extractos se han podido purnificar varios

alergenos mediante un tinico proceso cromatogratico.

4.4.1 Extractos obtenidos a partir del polen del afo 1987

4.4.1.1 Purificacion de la banda de 48 kDa

La purificacion de esta banda se realizo a partir de un extracto, recogido
entre | y 19 horas de incubacidon del polen en medio dcido (EL1-19). Este
extracto fue seleccionado como punto de partida en la purificacion de
alergenos del polen en estudio, ya que: estaba enriquecido en alergenos,
contenfa solo una parte de ellos, inclufa una baja proporcién de otros
compuestos no reactivos y ademds la cantidad de proteina que se extraia
permitia hacer estudios posteriores. Otra caracteristica importante gue se
tuvo en cuenta fue la haja proporcion en proteina de 67 kDa que contenia, ya
(ue en experiencias previa a este trabajo, se observo que en los procesos de
exclusion molecular, este componente aparecia en las fracciones que

coittenian las bandas de 30 kDa.

El exiracto fue subfraccionado mediante cromatografia  exclusion
molecular en una columna de superosa TM 6 (Pharmacia), de acuerdo con el
procedimiento descrito en material y métodos. En la figura 4.28 se muestra el
perfil de elucion del proceso asi como los resultados del estudio
electroforético de las fracciones recogidas. Se ve como el componente de 48
kDa se separa del resto de las proteinas del extracto en las fracciones 52, 53 y
54.
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4.4.1.2 Comprobacion in vivo de la alergenicidad de la banda de 48 kDa

Los resultados de las inmunotranferencias realizadas hasta ahora,
indicaban que esta banda era alergénica. La comprobacion in vivo de su
alergenicidad fue llevada a cabo mediante test cutdneo (PRICK) en [2
pacientes sensibilizados al polen de centeno. La prueba se realizé aplicando
en ambos brazos el extracto total comercial. de uso rutinario en clinica
(normalmente a concentraciones de 5-6 mg/ml) y la proteina purificada (a

I8 pe/mi). Los valores del drea de las pidpulas levantadas en los pacientes

Area de la pdpula inducida por fa muestra (mmzﬂ EXatos elinicos del pavciente
Ne | Extiracto | BaNpa Domistamina | e f rast |

(T()MF.R(?[/\[.‘ 48 kla ¥ TOTAL i CUENTENQO ! INMUNO TERAPLA
1 | 10X 30 ¢ 3% 340 175 NO
2 150 40 50 s . 33 ST
3 s 35 | 54 A0 16 SI
4 153 00 . 80 1400 93 NO
5 90 . 35 38 282 060 S
0 200 ¢ 135 0 80 RAY g4 NO

23 12y : 6,0 176 9,2 SI
8 156, 63 73 235 35 NO
9 240 s 35 176 75 St
1} 6,7 4,0 30 153 07 ! NO
1 oo 33 53 190 00 NO
2 sACs5 08 3 ! NO
; " |
TABLA 4.XI

Resultados de la comprobacion mediante test cutanee (PRICK) de la alegenicidad del
componente de 48 kDa. Los valores representados son fas dreas en mm” de las pipuias
inducidas por el etracto comercial (a 5-6 mg/ml}, la proteina purificada {a 18 pg/ml y ¢l
control de histamina. Se mupestran asi mismo datos clinicos de interds en cada paciente
estudiado.
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(media del resultado de ambos brazos) se muestran en la tabla 4. X1 Se
aprecia que casi en la totalidad de los enfermos el tamano de la papula,
inducida por el componente de 48 kDa, fue superior a 3 mm® y en el 50% de
los enfermos el tamano fue igual o superior a la de la histamina. Estos

resultados confirman que el componente purificado es un alergeno.

4.4.1.3 Cromatogratia de exclusion molecular a nivel preparativo

El extracto de partida de la cromatografia anterior, habia sido cambiado de
tampan y  concentrado con el fin de obtener un alto rendimiento
cromatografico. Se observd que durante esta fuse de preparacion de la
muestra, s¢ precipitaba una importante cantidad de proteina. Debido a que el
componente de 48 kDa se extraia minoritariamente a pH neutro, cabia pensar
que el cambio de pH podia favorecer la precipitacion de esta proteina. El
proceso se escald a nivel preparativo para poder disponer de la proteina
suficiente para su caracterizacion bioguimica, pero sin cambiar el tampon del
extracto para evitar pérdidas. Se observo un incremento de absorvancia en la
zona del pico, correspondiente a la elucion de la banda (figura 4.29A). El
estudio electroforético reveld que el incremento de absorvancia se debia al
aumento de una sustancia que interferia el proceso eléctrico (figura 4.29B).
El comportamiento electroforético y las caracteristicas de tincién reflejaban
que su naturaleza no era proteica. El tratamiento de la fraccidon con 2p-
mercaptoetanol corregia la interferencia, lo cual indica que el alergeno se une
a dicha substancia y produce el cambio observado en la electroforesis. (figura
4.30)
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Figura 4.29B

Perfil de elucion de la cromatografia preparativa de exclusion molecular del
extracto E1-19h, obtenido por incubacion dcida del polen de 1987. En la parte

inferior se muestra el analisis electroforético de las fracciones recogidas
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4.4.1.4 Determinacion del punto isoeléctrico del componente purificado

La determinacion de los puntos isoeléctricos de los componentes de las
fracciones de la cromatografia anterior, se llevd a cabo mediante
isoelectroenfoque de las mds representativas (54, 55, 60, 61, 62 y 63). Los
resultados de este proceso pueden verse en la figura 4.31. Se observa una
precipitacion en el punto de aplicacion asi como una movilidad similar de los
componentes de las distintas fracciones hacia la zona 4cida. Los puntos
isoeléctricos de las proteinas enfocadas se sitGan entre 4 y 6 observiandose
también material bdsico mal enfocado. La banda de peso molecular de 48
kDa se desdobla, mediante esta técnica, en cuatro componentes de puntos
isoeléctricos 5.4, 5.6, 5.7y 5.9.
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Fraccion estudiada

8w s 60 kg, | ma MPI

Figura 4.31

Patron de isoelectroenfoque de las principales fracciones
recogidas en la cromatografia de exclusion molecular preparativa
del extrato dcido E1-E19h. El proceso se realizo en presencia de
urea y de detergente (N octil 3-D glucopiranosido).

4.4.1.5 Cromatografia de intercambio catiénico

Teniendo en cuenta los resultados previos sobre las caracteristicas de peso
molecular de los alergenos, se mezclaron las fracciones de la exclusion
molecular que contenian Gnicamente componentes de peso molecular

cercanos a 30 kDa (fracciones 60, 61, 62 y 63). La mezcla fue sometida a
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Figura 4.32B

Perfil de la cromatograftia de intercambio cationico realizada con las

fracciones, recogidas en la cromatografia de exclusion molecular anterior, que
exclusivamente contenian componentes de peso molecular cercano a 30 kDa.

En la figura inferior se muestra el anilisis electroforético de las fracciones

recogidas,
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cromatografia de intercambio catiénico en una columna SP, en un sistema
cromatogrifico de alta resolucion. La elucion se llevd a cabo mediante un
gradiente de concentracion de CINa en el tampon. El perfil de elucion mostrd
préacticamente la misma absorvancia en todas las fracciones recogidas (figura
4.32). Los resultados electroforéticos detectaron que se eluye en la fraccion
no retenida un componente muy dcido, con movilidad cercana a 48 kDa, cuyo
comportamiento electroforético es similar a la interferencia que ¢luye con el
alergeno purificado. La primera zona de elucion del material retenido
contiene sustancias no proteicas. Las proteinas se encuentran tan solo en las
fracciones eluidas a partir de vna concentracién de CiNa de 300 mM en el
tampon de elucion, y ademds se eluyen sin haber sido resueltas. Teniendo en
cuenta que ta muestra de partida se encontraba a pH 4.8, las proteinas de la
mezcla deberfan haber sido eluidas a una concentracién menor de CINa, ya
que sus puntos isoeléctricos estaban comprendidos entre 4.2 y 6, segin los

resultados del isoelectroenfoque anterior,

Estos resultados reflejan, por tanto, que en el extracto de partida hay

sustancias no proteicas que dificultan el estudio de estas proteinas.

4.4.2 Purificacion de alergenos a partir del polen de 1991

4.42.1 Purificacion de la banda de 48 kDa

La alta proporcion de componentes de 48 kDa que se recogia en la
incubacion dcida del nuevo polen y la posible ausencia de interferencias,
sugeria la repeticion del estudio de la banda de 48 kDa con extractos de este
polen. El extracto de partida contenta las proteinas liberadas por el polen

nuevo durante la incubacion en tampoén glicina entre 1y 4 horas. No se
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Figura 4.33B

En la figura A se muestra el perfil de elucion de la cromatografia de exclusion

molecular de las proteinas recogidas entre una y cuatro horas de incubacion acida del
polen de 1991. En la figura B se muestra el anilisis electroforético de las fracciones

recogidas en esta cromatografia,
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mcluyeron las proteinas liberadas entre 4 horas y 20 horas, porque el perfil
electroforético mostraba una proporcioén pequena de ta banda de 48 kDa, y su
inclusion podia incrementar las interferencias. La cromatografia se realizo en
el tampon de extraccion. En esta ocasion la muestra fue menos concentrada
para evitar pérdidas. El perfil de elucidn se muestra en la figura 4,33 en la que
también se incluyen los perfiles electroforéticos de las fracciones recogidas.
Se observa una mayor nitidez de los componentes, aunque también se detecta
una sustancia no proteica con movilidad paralela o la banda de 48 kDa. En
este proceso sin embargo la interferencia se encuentra en menor proporcién y
su presencia no distorsiona la movilidad de la protefna. La mayor resolucion
de las bandas permite apreciar que la banda 48 kD4 podria estar desdoblada

en dos bandas muy proximas.

4.4.2.2 Determinacion de los puntos 1soeléctricos de los componentes de las
fracciones cromatograficas

La fracciones de la cromatografia anterior que contenian el componente
de 48 kDa fueron analizadas mediante isoelectroenfoque, observandose que
la banda estd mayoritariamente formada por tres componentes de puntos
isoeléctricos 5.7, 6.1 y 6.5. El andlisis por esta técnica de las fracciones que
contenfan los componentes de 30 kDa (62, 63 y 64) mostré que la muestra
contenfa dos bandas de puntos isoeléctricos 9.3, 9.1, y el resto de los

componentes se enfocaban entre 6.8 y 5 (ver figuru 4.34A).
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F4h Proteina | Protefna | MPI E4H | Protefna | Proteina | MPI
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Figura 4.34
A) Estudio mediante isoelectroenfoque de las proteinas contenidas en el extracto de
cuatro horas de incubacion zdcida del polen de centeno de 1991, en las fracciones 62, 63 y
64 ( proteina = 30 kDa), recogidas en la cromatografia de exclusion molecular del
extracto anterior, y en las fracciones que contenian las proteinas de 48 kDa en la misma
cromatografia

B) Inmunodeteccion de los componentes alergenicos de las muestras estudiadas por
isoelectroenfoque.

4.4.2.3 Identificacion de alergenos en las fracciones cromatograficas

Una vez separados mediante isoelectroenfoque, los componentes de las
fracciones de la cromatografia anterior fueron transferidos mediante presion

a una membrana de Inmobilon P. La inmunodeteccion de componentes
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reactivos reveld que los tres componentes de la banda de 48, unian IgE de

forma especifica.

Los componentes reactivos con pesos moleculares cercanos a 30 kDa
(fracciones de la cromatografia de exclusion molecular), tenfan los siguientes

puntos isoeléctricos: 9.3,9.2, 6.2, 5.8y 5.6 (figura 4.34B)

4.4.2.4 Purificacion de alergenos mediante cromatografia de intercambio
cationico

Los resultados de la cromatografia anterior mostraban que el extracto
seleccionado contenia una proporcion elevada de sustancia interferente, que
impedia la total purificacion del componente 48 kDa. La finalidad de esta
nueva cromatogratia fue la de separar el compuesto acido interferente y
recoger independientes los dos grupos de proteinas que contenian alergenos:
proteinas con puntos isoeléctricos bdsicos por encima de 8 y las proteinas
dcidas enfocadas entre 6.5 v 5. En la figura 4.35 se ve el perfil de eluciaon de
esta nueva cromatografia, asi como los resultados del andlisis electroforético
de sus fracciones. Andlogamente a la cromatografia anterior de intercambio
catidonico, realizada con los componentes de 30 kDa del polen antiguo, se
eluye una sustancia no proteica en volumen excluido. Esta sunstancia
representa un porcentaje elevado de la absorvancia total de la muestra, y no
es de naturaleza proteica ya que no se tifie con plata. Las primeras fracciones
recogidas, incluyen asf mismo sustancias no proteicas. Mediante este tipo de
cromatografia se recogen, en las primeras fracciones la mayor parte de los
cormponentes dcidos de 28, 30, 33 y 48 kDa asi como un nuevo componente de

43 kDa. Mediante este tipo de cromatografia se logran separar del resto de
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los componentes, tres posibles alergenos cuyos pesos moleculares calculados
son: 48,28 y 30 kDa.

4.4.2.5 Comprobacion de la alergenicidad de las bandas separadas

La figura 4.36 muestra los resultados del estudio, mediante
inmunoelectrotransferencia, de los componentes de los picos recogidos en la
cromatografia de intercambio i6nico anterior. Se observa que las bandas de
28, 30, 33, 43, y 48 son reactivas. La banda de 43 kDa representa una pequena
proporcion del extracto y su deteccion ha sido posible porque se ha

concentrado en un pico cromatografico.

Fracciones analizadas

PM(kDa)
B0, 74 .71 685 64 63 62 61 ‘o0 89 .58 51 o0

i A%
a3l

il 1|
144

Figura 4.36

Resultados de la identificacion de alergenos, en las distinas fracciones recogidas
en la cromatografia de exclusion molecular de las proteinas extraidas entre una y
cuatro horas de incubacion acida del polen de 1991.
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En la tabla 4. XII se muestran los resultados del prick realizado con los tres
componentes purificados en la cromatografia anterior. La prueba cutanea se
lieve a cabo midiendo la reactividad de los componentes separados a dos

concentraciones diferentes, realizindose simultdneamente en los dos brazos.

Area de tas papulas (mmz} Diametro MAX (mm)
ALERGENOS ' ' -

i ; 2 3 ‘ 4 Histamina ! sacale dome | gramineas ©  safino
,’\?H;A‘Biniﬂ ”\‘“JP | i |
BRI 6 10 I oo
2lwoo 7 0 8 7 e 2 o s e o
317 06 0,600 7 0 s 6w 0
sl o4 09 0,060 0 T R S T )
slo 0 6 077 070 0 £ . 6 | 10§ 0
o s 7 s sia 7 s 7 |0
735043 200 2 24 a8 18 4 w8 Lz |0
S hexo 1t 80 1414419 len 1S 6 120 Loz
o b2 20290 1 a2 6 oo gLy
w2 70 4 5 3 2 w oo o
T RESEE S St 4;4‘1) s 0 by ‘ 0
TABLA 4.XI1

Resultados de la comprobacion mediante test cutaneo (PRICK) de la alegenicidad de los
componentes purificados a partir del polen recolectado en 1991, Los valores representados
. 2 . 5 . .
son las dreas en mm” de las papulas inducidas por las muestras estudiadas:

....
i

= Componente de 27 kDa, ensayado a: A} 35 pg/ml; BY 3.5 ug/ml}

(&)
i

Componente de 48 kDa, ensayado a: A) 3 g /mi; B) 3 g /mi
3 = Componente de 30 kDa, ensayado a: A) 26.5 wg /mi; By 2.6 pg/ml

=
i

Componente de 48 kDa, ensayado a: A) 20 pg/mi; B) 2 pg /ml

Las muestras 1, 2 ¥y 3 son los componentes purificados mediante cromatografia de
intercambio anivnico v Ia muoestra mimero 4 es el componente purificado mediante exclusién
molecular,
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Los resultados indican que las tres bandas separadas en la cromatografia son

alergenos.

Los resultados del presente trabajo ponen de manifiesto que la realizacion
de extracciones a tiempos parciales, convenientemente seleccionadas,
permite un estudio mas detallado de los alergenos que contiene el polen de

centeno y simplifica la metodologia para su purificacion.

4.5 ANALISIS MICROSCOPICO DEL ESTADO DEL POLEN RETENIDO
EN LA MUCOSA NASAL

Una parte de los resultados anteriormente descritos, demostraban que el
polen de centeno libera sus componentes en funcion de las caracteristicas del
medio en el que se hidrata. Segin esto, si el grano de polen no se rompe
durante su permanencia en la mucosa nasal, las proteinas alergénicas se
encontrarian entre aquellas que el polen libera en las condiciones de
hidratacion del organo de choque. Si esto ocurre asi, ia incubacion del polen
en un fluido sumilar al del tejido alcanzado favoreceria la extraccion de las

proteinas reactivas.

A la vista de todo esto, se hizo un analisis microscOpico de las particulas
retenidas por el moco nasal. Solamente se analizaron cuatro muestras ya que
Ja finalidad del estudio fue la de observar si la morfologia del polen se
mantenia, después de su contacto con el medio himedo, o si los pdlenes se
encontraban abiertos o deteriorados. [L.a observacion microscépica puso de
reiieve la existencia de polenes enteros, principalmente de gimnospermas. Sin
embargo se observd en dos ocasiones que el grano de polen podia emitir el

tubo polinico sobre la mucosa nasal. En la figura 4.37 se muestra una de las
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|

Figura 4.37

A la izquierda de la figura se observa la imagen de un polen retenido en la mucosa nasal,
que ha sido capaz de emitir el tubo polinico. A la derecha se muestra, a modo de
comparacion, un esquema del proceso botanico de la fecundacion de la ovocélula por el
polen.
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Figura 4.38

A la derecha se muestra en detalle la parte distal del tubo polinico, emitido
por un polen en la mucosa nasal. Se aprecian los dos nicleos espermaticos a
punto de ser liberados y un nicleo vegetativo desvanecido. En la izquierda
puede verse un esquema comparativo de la posicion de los niicleos en el tubo
polinico al final de la germinacion.
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imagenes observadas y se compara con el esquema sobre fecundacion de la
ovocélula descrito por Carmen Albadalejo et all (1989). Se aprecia que el
tubo emitido tiene una considerable longitud y parece mimificar el

comportamiento botdnico que tiene en el ovario.

En la figura 4.38 se aprecia en detalle la parte mds distal del polen
germinado. Se observa que al final del tubo polinico se encuentran los dos
nucleos espermadticos asi como el nucleo vegetativo ya desvanecido. La

imagen es coincidente con el esquema del proceso botanico.

Figura 4.39

Detalle del polen germinado
en la mucosa nasal. Se aprecia
un opérculo intacto en el polo
opuesto al tubo polinico.

En la figura 4.39 se muestra el resto del polen germinado, aprecidndose un
opérculo cerrado en el polo opuesto al tubo polinico, lo cual implica que el

polen era bioperculado.
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Las imdgenes descritas ponen de relieve que un polen puede llevar a cabo
los procesos botdnicos necesarios para fecundar la ovocélula, mientras se
encuentra retenido por el moco nasal. El momento en ¢l que el proceso se
interrumpe serd dependiente de la especie a la que pertenece el polen asi

como de las condiciones del tejido en el que impacta.

Estas transformaciones botdnicas que el polen experimenta durante su
permanencia en la nariz, son condicionantes de la emision de sus
componentes y sugieren que algunos alergenos podrian no ser extraidos, o
hacerlo en una baja proporcion, mediante los procedimientos actuales de

preparacidn de extractos alergénicos.
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DISCUSION

En el momento actual se considera gque el disefio de la tecnologia éptima
para la preparacion de extractos alergénicos debe de basarse en el
conocimiento de las caracteristicas biologicas del material de partida

(Platts-Mills, T AE. y Chapman, M.D., 1991; Baraniuk ef af, 1992).

El presente estudio se ha basado en los trabajos de Heslop Harrison (1979)
y Watanabe {1955), sobre las caracteristicas botdnicas del polen de centeno y
sobre sy comportamiento en un medio acuoso. Se considerd de interés
conocer, en primer lugar, como se comporta el poten de centeno durante los
procesos de incubacion, analizando como y cuando libera sus proteinas y
alergenos. Para ello hemos tenido en cuenta que durante la incubacion se
produce la hidratacion del polen y con ella se inician una serie de procesos
destinados a la germinacion del mismo. En el polen de centeno la mayor
parte de los materiales que se necesitan para su germinacion han sido
sintetizados antes de su liberacion a la atmdstera, por lo que la simple
hidratacion del polen da lugar al inicio del proceso. La fase en la que éste se
interrumpe es dependiente de la interrelacion polen-medio. El conocimiento
de los procesos que ocurren en el polen durante la incubacion, permite
analizar como se produce la emision de proteinas v alergenos durante la
misma y conocer como influyen algunos factores en la preparacion de los

extractos alergenicos.

Una vez estudiadas las caracteristicas cinéticas de los componentes
solubles del polen de centeno, nuestro interés se centr( en obtener extractos
altamente  enriquecidos en alergenos, mediante una seleccion de las

condiciones de incubacion. El resultado de) procedimiento es equivalente 4
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de un fraccionamiento bioquimico de los componentes del extracto total, pero

la metodologia la realiza el propio polen y con un alto rendimiento,

Partiendo de estos extractos hemos podido purificar tres alergenos
mediante un Gnico proceso cromatogrifico, uno de los cuales no se incluye en

ninguno de los grupos de alergenos descritos para las gramineas.

5.1 COMPORTAMIENTO DEL POLEN DE CENTENO DURANTE LOS
PROCESOS DE INCUBACION

Inicialmente se selecctiond, como medio de incubacion par el estudio, el
tampon fosfato por ser uno de los recomendados para la preparacion de
extractos alergénicos, asi como porque contenia una concentracion de tones
adecuada para evitar la rotura de los pdlenes. Por otra parte, dentro de
nuestro concepto de que el polen libera sustancias al medio en funcion de una
interrelacion con éste, el tampdn seleccionado simula al que el polen pueda
encontrar en el organo de choque. En estas condiciones, los componentes que
se liberan al medio pueden ser similares, si no iguates a los que el polen libera

normalmente al alcanzar dicho 6rgano.

Los resultados obtemdos asi como la informacion hibliografica sobre la
influencia del pH en la extraccién de alergenos, nos sugirieron la repeticion
del estudio bajo diferentes condiciones de pH. I.a seleccion de pHs extremos
(3 vy 1)) se hizo con el fin de resaltar su tnfluencia sobre la extraccion y la
seleccion de tampones carbonato v ghicina se debid a su capacidad

tamponante a los pH elegidos.
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5.1.1 Roturas de polenes

Se ha descrito que durante la hidratacion del polen de centeno, viable o no
viable, pueden producirse roturas de las paredes celulares (Heslop-Harrison,
1979). El tenomeno se debe a que una vez recuperado el plasmalema, los
coloides citoplasmadticos hacen que el agua siga penetrando en la célula. La
tension creada en el interior celular por la continua entrada de agua, es muy
alta y se produce la rotura de las membranas por el opérculo. Si el tampon no
contiene sustancias que regulen esta entrada de agua, los polenes se
romperian durante el proceso de incubacion. Este hecho daria lugar a la
liberacion del contenido citoplasmitico al medio de incubacion y alteraria los
resultados del estudio cmético. Los primeros resultados del recuento
microscopico de polenes rotos durante los procesos de extraccidn mostraban
una haju proporeion de roturas, muchas de ellas por zonas diferentes a la
apertura, o cual implica una rotura mecdnica. Estos datos nos sugerian que la
conceritracidn empleada de CINa (150 mM), compensa osmadticamente las

concentraciones de solutos del interior del polen.

Ante las diferencias observadas en la emision de proteinas y alergenos de
los polenes recién recolectados, se penso que podian existir diferencias en el
grado de conservacion de las membranas de sus células plasmaticas. De
acuerdo con los estudio de hidratacion de Heslop-Harrison (1979), la
incubacian en agua destilada, sin 1ones que compensen la entrada de agua en
fa celula, provoca la rotura Gnicamenie en jos pdlenes que mantienen la
capacidad de recuperacion de las caracteristicas osmoticas de sus membranas.
La incubacion de los diferentes polenes de centeno, en agua destilada,

produjo Gnicamente la rotura del polen recién recolectado, el cual rompio sus
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membranas a los 40 segundos de entrar en contacto con el liquido. Esta
observacion es totalmente coincidente con los resultados experimemales del
auior antes citado. La ausencia de roturas en los polenes conservados es
contradictoria con la capactdad de algunos de ellos de emitir sus proteinas
con diferentes cinéticas de emision. Una postble explicacion a  esta
discrepancia podria encontrarse en qgue el polen conservado haya mantenido
activo su metabolismo celular y se havan degradado una parte de los coloides
citoplasmaticos. Este hecho daria lugar a una disminucion en la penetracion
del agua y la tension creada no seria suficiente como para producir la rotura

de 1la membrana.

Los polenes de Allergon no mostraron diferencias cinéticas en la emision
de sus componentes v no rompian sus membranas en agua destilada. Este
comportamiento puede reflejar en cambio, una alteracion permanente de lus

caracteristicas reguladoras de la membrana celular.

De acuerdo con todo esto, las roturas por choque osmotico de los polenes,
solo se produce si el polen estd bien conservado v en el medio de incubacion

no existen solutos que equilibren la entrada de agua al polen.

Dentro de las recomendaciones de la [UILS, para la preparacion de los
extractos a partir de pdlenes, se requierc que éstos se incuben en agua
destilada. Es evidente que, tanto desde un punto de vista experimental como
tedrico, si los polenes de las gramineas estdn bien desecados y conservados
romperan sus membranas a los 40 segundos de entrar en contacto con el agua
destilada y su contenido citoplasmatico empobrecerd la calidad del extracto.
Esta recomendacion por lo tanto no es aplicable en la preparacion de

extractos con polenes de estas plantas.
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5.1.2 Liberacion de proteinas

Los resultados del presente estudio sobre emision de proteinas al medio de
incubacion, ponen de manifiesto que el polen de centeno libera sus proteinas
con diferentes cinéticas y tasas de emision. Las caracteristicas de la liberacion
son diterentes en los polenes nuevos y en los conservados y en ambas se
moditica dependiendo del medio de incubacion en el que se encuentran.

La base biologica de las diferencias cinéticas en la emision de proteinas
puede encontrarse en su localizacion en el grano de polen asi como en el
grado de interaceion que posean con las estructuras de éste. De acuerdo con
los conocimientos tedricos sobre el comportamiento del polen en un medio
acuoso, las proteinas que se liberan al medio de incubacion pueden

localizarse tanto en la pared cetular del polen como en su crtoplasma.

La extraccion de las proteinas citoplasmadticas se produce principalmente
durante la fase de expulsion, y dura hasta que la membrana recupera por
completo sus caracteristicas de membrana semipermeable. Este proceso se
realiza en el polen del centeno con extremada rapidez (30 segundos), por lo
que los  componentes  citoplasmdticos se recogerin en las primeras
extracciones. Experimentaimente este hecho se corrobora con la obtencidn
de una elevada proporcion de proteina durante el primer minuto de
incubacion asi como por la dristica modificacion de pH que se produce en el
niedio durante este corto periodo. Teniendo en cuenta que tos hidratos de
carbono interfieren con el método de Lowry y los dcidos nucleicos con la
valoracion de proteinas mediante relacton  densitométrica 280/260, la
interferencia detectada en las valoraciones de los extractos del primer minuto

por estos métodos, también puede reflejar que el extracto contienen una
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mayor proporcion de dichos componentes citoplasmdticos. Los resultados
electroforéticos muestran que las proteinas liberadas durante este primer
minuto son principalmente las de menor peso molecular. Este resultado es
constante en los diferentes pélenes estudiados. pero mientras que una parte
de ellos cesa la emision a los 15 minutos de la extraccion, en el polen de
Allergon y en el de Sigma estas proteinas se siguen liberando durante todo el
proceso de incubacion. La emision continuada de componentes de bajo peso
molecular en estos polenes, se justificaria por el posible deterioro de la

membrana plasmatica anteriormente comentada.

De acuerdo con lo expuesto por Heslop-Harrison (1979), las proteinas
citoplasmaticas dejarfan de ser emitidas poco después del minuto de
incubacion y sin embargo aqui hemos observado que continua hasta los 15
minutos del proceso. Esta prolongacion en el tiempo de emision se produce
tanto en el polen conservado como en el recién recolectado v puede deberse a
varias causas o 4 la suma de todas ellas. Por un lado, las caracteristicas del
tampon podrian modificar comportamiento osmatico de la célula; por otro
lado, este tiempo puede ser el necesario para que la totalidad del material
liberado atraviese la pared del polen y alcance el medio de incubacidon.
También debe de tenerse en cuenta que la incubacion se realiza in vitroy a 00
C, mientras que los datos de Heslop Harrison (1979) se basan en

experimentos a temperatura ambiente y sobre el estigma de la planta.

Por otra parte la mayoria de los estudios inmunohistoquimicos en diversos
polenes (Knox y Heslop-Harrison, 1971; Knox et «f, 1980; O’Neil et al, 1991)),
muestran que las proteinas liberadas al medio en la fase inicial de la
incubacion se localizan sobre la pared del polen, en su citoplasma o en ambos.

Rectentes estndios (Grote, 1991) han  descrito como  exclusivamente
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citoplasmiitica, la localizacion de un alergeno de 17 kD4, de rdpida emisidn,
en el polen de Betula verrucosa. En este trabajo se sugiere que algunas de las
proteinas, localizadas 4 la vez sobre la pared del polen y en su citoplasma,
sean tnicamente citoplasmaticas y que, debido a su rdpida velocidad de

extraccion, han difundido a la pared durante el proceso de fijacion del tejido.

Entre las protefnas de rapida emision también podrian estar incluidas las
proteinas de la exina. Las sustancias proteicas que contiene esta capa de la
pared, han sido transferidas desde el tapetum, al final del desarrollo del
polen, y se encuentran formando depdsitos en las cavidades de la capa. La
union por tanto de estas proteinas con el polen es leve y se liberan a los pocos
segundos de entrar en contacto con un medio acuoso, a través de toda la
superficie del polen. Se ha descrito que los polenes de las gramineas poseen
un bajo contenido de proteinas en la exina, indicdndose incluso que las
esterasas, enzimas tipicas de las exinas de muchos polenes, se localizan en la
inting. Segun esto la contribucion de las proteinas de la exina en la

composicion proteica de los primeros extractos debe ser escasa.

Las proteinas de la intina se encuentran en forma de inclusiones o
formando tibulos y ldminas en el interior de ésta. Su liberacion se produce a
traves del polo germinativo v se requieren periodos de incubacion mas largos,
va (ue se necesita que la intina se encuentre hidratada, que los tibulos y los
depasitos se deshagan, y que alcancen posteriormente el polo germinativo. Se
ha descrite que las proteinas de fa intina tardan en liberarse al medio de
incubacion in vitro, periodos de tiempo alrededor de 30 minutos (Heslop
Harrison er al, 1973}, En el estudio que realizamos sobre emision de proteinas
del polen de 1987, comparamos [a proteina extraida rompiendo el polen por

sonmicacion, con fa extraida mediante incubacidn del polen durante 19 h.
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Aunque los valores en contenido proteico fueron similares, el patrén
electroforético reveld una baja proporcion de componentes de 30 kDa en el
extracto del polen sonicado. Puesto que el periodo de sonicacion fue corto
(15 minutos), la baja extraccion de estos componentes del polen, sugiere que
estas protefnas se localizan en la pared y no han sido extraidas de ésta. Segin
esto, las proteinas de peso molecular cercano a 30 kDa serfan proteinas de la
intina. El retraso en la liberacion de estas proteinas en los pdlenes
conservados refleja probablemente un retraso en la disolucién de los tibulos

por alteraciones producidas en el polen durante el proceso de conservacidn.

5.1.2.1 Liberacion de proteinas en diferentes medios de incubacion

Marsh et af (1981) han descrito que el pH del medio influye sobre la
extraccion de los componentes de los polenes de forma que a pH 4cido se
verian favorecidos los componentes mas histcos v a pH bésico los més acidos.
En nuestro estudio las diterencias en las cinéticas de extraccion observadas en
las mcubaciones con los distintos tampones. no parece deberse a que el medio
condicione la extraccion en funcion de la carga de la proteing, ya que en los
tres tampones se extrae una alta proporeion de componentes dcidos y bdsicos.
Baraniuk ef af (1988 y 1992} describen una diferencia de comportamiento, en
cuanto a emision de protefnas entre el polen de la Ambrosia y el polen del
Lolium perenne, bajo las mismas condiciones de extraccion. Estos autores
observan una alta proporeion de componentes bisicos entre fas proteinas de
rapida emision del polen de la ambrosia v un retardo en las mas acidas,
mientras (ue no observan variaciones de punto isoeléctrico entre las extraidas
del polen de Lolium a diferentes tiempos. Es posible que en el polen de

centeno la extraccion de alguna proteina se vea favorecida o retardada en
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funcion de la relacion de su carga con el medio, (banda de pl 8 no extraida en
tampon carbonato), pero mias parece yue puedan estar influyendo las
diferentes interrelaciones de! polen con los tres medios. El comportamienta
del polen en glicina podria interpretarse incluso como gue la presencia de
este aminodcido en el medio condicione algin proceso metabolico del polen,
va gue en las plantas este aminodcido participa en la cadena respiratoria
dentro de la mitocondria. Esta hipotesis estaria apoyada por el hecho de que
con el polen nuevo, que posee mejor conservadas sus caracteristicas vy
estructuras celulares, se incrementa desproporcionadamente la cantidad de
proteinas de 48 v 58 kDa recogidas con respecto a otras extracciones. Ademas
las diferencias observadas entre extractos del polen nuevo y viejo son mayores

en los obtenidos con tampaén glicing.

Los resultados obhtenidos en las extracciones con cambios consecutivos del
tampon de incubacion, ponen de relieve la importancia que tiene el medio de

incubacion sobre la extraccion de proteinas del polen de centeno.

Un aspecto que estd claramente condicionado por las caracterisucas de pH
del medio es la extraccion de un componente acido que interfiere con el
proceso de isoelectroenfoque. Esta sustancia se detecta en los extractos
preparados a partir de los 15 minutos de incubacion, principalmente en
condiciones neutras y hdsicas. Se observa que el avance de esta sustancia
hacia el electrodo deido provoca la precipitacion de los componentes que
encuentra en su desplazamiento, alterando su enfoque y distorsionando por lo
tanto ta informacion que nos da la tecnica. En las extracciones con cambios
consecutivos de tampoén, se ve que ceando en tampon glicina va no se extrae
practicamente nada de proteina, el cambio de tampon provoca ademds de un

teremento significativo de ta protefna extraidala extraccion de una alta
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proporcion de una sustancia interferente. Debido a ello no se pudo analizar

fas caracteristicas de carga molecular de los componentes extraidos.

La presencia de esta interferencia en los extractos totales determina que en
sus patrones de isoelectroenfoque se detecte una baja proporcion de
componentes basicos, cuando por otras tecnologias v en los estudios por esta
misma técnica de los extractos de los primeros 15 minutos, se comprueba que
contienen una importante proporcian de proteinas bisicas. Estos resultados
justifican la discrepancia que existe entre los trabajos de Reunck y Einarsson
(1987) y los de Westpal et of (1988) sobre las caracteristicas de carga
molecular de los alergenos del polen del centeno. Asi mientras que los
primeros autores detectan un alto porcentaje de alergenos basicos mediante
estudios por inmunoeleciroforesis cruzada, los segundos autores los describen
en cambio como muy dcidos, al realizar una inmunodeteccidn entre los
componentes separados mediante isoelectroenfoque. En los estudios de
colaboracion internacional destinados a la preparacion de extractos de
referencia de los pdlenes de las gramineas: Phicum pratense, Cynodon ductilis
y Lolium perenne, se describen como dcidos la mayor parte de los
componentes de los pdlenes, tras el andlisis de los componentes de la muestra
mediante isoelectroenfoque y sin embargo en el mismo trabajo los resultados
de las inmunoelectroforesis cruzadas de las mismas muestras, ponen de
manifiesto la presencia de una alta proporcion de alergenos bdsicos (Gjesing

et al, 1985; Baer ef af, 1986; Stewart et af, 1988).

Por tanto podemos concluir que esta técnica puede dar una informacion
erronea en el andlisis de los extractos alergénicos de polenes de gramineas,
sobre todo en las extracciones realizadas en tampaon carbonato y fostato que

son los que normalmente se emplean.
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Dentro de las recomendaciones de ta TUIS para la correcta preparacion de
extractos se propone como control de Jos extractos preparados que sus
patrones de isoelectroenfoque sean coincidentes con los descritos por
diversos autores v sin embargo en la gran mayoria de ellos parece detectarse

la presencia de la sustancia interferente.

5.1.3 Liberacién de alergenos

Los primeros estudios ue realizamos con pdlenes recogidos en el ano
H987, mostraren que los alergenos del polen de centeno eran proteinas de
pesos moleculares 28, 33, 48 y 67 kDas y claramente se apreciaba que
comenzaban a ser liberados a partir de los 15 primeros minutos de
incubacion, incluso alguno de ellos empezaba a liberarse después de 30
minutos, Aunque las caracteristicas de pesos moleculares estaban de acuerdo
con las descritas por Westphal et af (1988) v por Matthiesen et af (1990), estos
duatos no eran coincidentes con los de Linskens ef «f (1977), en los que se
muestran como muy reactivos los componentes de rapida emision. Asi mismo,
este resultado no justificaba la manifestacion de los sintomas a los pocos
minutos de la penetracion del polen en las vias respiratorias, Si ademds se
tiene en cuenta que éste permanece tan soto 20 minutos en la nariz, siendo
arrastrado por el moco y deglutido, algunos de los alergenos podrian incluso

no tener contacto con el tejido por su largo periodo de extraccion,

Los estudios realizados con el polen nuevo mostraron que las proteinas
alergénicas se liberaban desde el primer minuto siendo los extractos mas
reactivos los de 15 minutos y una hora de incubacion. De todo eHo se deduce
que el retraso en la emision de estos componentes en los primeros polenes

estudiados es un artefacto debido a la conservacion y no refleja lo que ocurre
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cuando un polen recién liberado alcanza el drgano de choque. Entre los
alergenos ue mayoritariamente retrasan su emision se encuentran aguellos
de peso molecular cercano a 30 kDa. Segdn nuestros resultados estos
componentes representan una alta proporcion del total de la proteina
extraida y por sus caracteristicas de emision, se localizarian en la intina. Estas
conclusiones estan de acuerdo con los estudios de Heslop Harrison (1973), en
los que se describe que [a mayor parte de los alergenos del polen del centeno
se localizan sobre la intina principaimente en la zona apertural. Si se tiene en
cuenta el retraso en la emision de alergenos de los pélenes mal conservados,
la preparacion de extractos con éstos, mediante incubaciones muy cortas
(entre 1-4 horas), dard lugar a la obtencion de extractos mas pobres, va que
una parte de los alergenos pueden no haher sido liberados. Por otra parte si
los extractos se preparan mediante ruptura mecdnica de los pdlenes por
procedimientos de corta duracion, los alergenos de la intina podrian no ser

extraidos st no se incuban suficiente tiempo las membranas rotas.

Ademas de las distintas cinéticas de emision que muestran los pdlenes,
dependiendo de su estado de conservacion, también hay diferencias en las
caracteristicas moleculares de sus alergenos. Asi, en el polen nuevo, no se
detecta en ninguna de las extracciones el componente de 67 kDa, sin embargo
se comporta como alergénica una nueva banda de 38 kDa. Los dos
componentes de 28 v 33 kDa se encuentran mal resueltos en los procesos
electroforéticos del polen viejo. Los resultados de este estudio analitico con
los extractos del polen nuevo ponen de manifiesto que estdn realmente
formados por 3 alergenos de 28, 30 y 33 kDa. Con respecto a la carga de las
proteinas, los valores de pl calculados para los componentes de ta banda de

48 kDa difieren entre los del polen nuevo y los del conservado. Los valores de
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este dltimo son mds deidos (5.4, 5.6, 5.7 y 5.9} que para el primero (5.7, 6.1 y
6.5). Asi mismo los valores de los componentes de peso molecular cercano a
30 kDa, extraidos en medio dcido entre 1y 19 horas de incubacion del poien
antiguo se enfocaron entre 4 y 6, mientras que los equivalentes extraidos del
polen nuevo se enfocan entre 5y 6.2 y mostraban componentes basicos bien
enfocados. Estos resultados sugieren o bien una interferencia del proceso

eféctrico 0 quizas una modificacion de la carga durante su conservacion.

La incubacion en diferentes condiciones, no da lugar aparentemente a [a
extraccion de diferentes alergenos (excepto un componente de 81 kDa en
carbonalo) pero se necesitan estudios complementarios para comprobar gue
esto es clerto, Es de destacar que la incubacion en tampon acido favorece la
extraccion de alergenos frente a componentes no alergénicos, recogiéndose
en este medio entre | hora y 19 horas de incubacion, prdacticamente solo
componentes reactivos. En tampon carbonato en cambio se extrae una mayor

proporcion de proteinas no reactivas.

E) cambio de tampon de glicina a fosfaio provoca un incremento de la
proteina extraida en la que se incluyen una alta proporcidn de alergenos. Este
cambio de tampon puede dar lugar bien a una aceleracion en la extraceion de
lus proteinas que en ese momento se estaban liberando en el tampoén 4cido o
hien favorecer la extraccion de componentes que no se extraen en el medio
dcido.

En este estudio Jos alergenos del polen nuevo mostraron una tendencia
similar a los del polen viejo. Asi se maodificaban las cinéticas de emision y las
proporciones de componentes pera se observd un alto enriguecimiento en

alergenos sobre todo en los extractos de glicina.
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Si se tiene en cuenta que segdn lo descrito por Fabricant (1941), el pH de
la nariz, en condiciones fistoldgicas normales, estd entre 5.5 y 6.5 y que el
polen tiende a estabilizar el pH del medio en el que se encuentra entre S5y 6
para asegurar su germinacion, el microentorno del polen en la mucosa nasal
sana puede encontrarse a este pH. Esto puede justificar la alta proporcion de
alegenos frente a no alergenos que se obtiene en las incubaciones dcidas. El
cambio de pH producido tras la reaccion alérgica, puede ser equivalente al
cambio de tampdn de incubacion, produciéndose nuevas liberaciones y

nuevas sensibilizaciones.

Las caracteristicas dcidas del entorno del polen en la mucosa nasal,
también justificaria la deteccion de un polen germinado sobre ella. Esta
ohservacidn sugiere por otra parte, que ha de tenerse en cuenta que si un
polen es capaz de germinar sobre la mucosa nasal, podria estar liberando
sustancias sintetizadas durante este proceso v que éstas fueran responsables,
al menos en parte, de los sintomas. Segin esto en la preparacion de extractos,

estos alergenos podrian no ser nunca extraidos.

La incubacion de los polenes en tampones con caracteristicas similares a
las de los fluidos de los drganos de chogque puede permitir conocer mejor los

procesos gque ocurren cuando un polen alcanza la mucosa de dichos G6rganos.

Todos los resultados obtenidos en este estudio sobre comportamiento del
polen de centeno en los diferentes medios de incubacion, confirman que el
polen libera al medio sus componentes no por simple difusion o en funcion de
$U carga sino como consecuencia de mecanismos mas corplejos los cuales
pueden ser dependientes de una interrelacion del polen con el medio en el

que se encuentria. Esta caracteristica del polen permite la obtencidn de
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extractos muy diferentes en funcién de las condiciones de incubacion. Asi
pues cabe concluir que una de las causas de la variabilidad en la calidad de los
extractos  preparados  partiendo de un mismo  tipo de polen, puede
encontrarse en las diferencias de comportamiento de este en los distintos
medios de incubacidn, De hecho conocer las caracteristicas botanicas de los
polenes y su comportaniento en un medio acuoso, puede mejorar la

preparacion de extractos alergénicos.

5.14 Cambios de pH inducidos por el polen

Se ha descrito que durante la preparacion de los extractos, €l polen libera
sustancias capaces de modificar el pH del medio de incubacion (Marsh, 1981;
Yunginger, i988; Larsen, 1991), por lo que para la preparacion de extractos
de referencia se recomiends que en las incubaciones realizadas en agua
destilada se aftada temporalmente NaOH con el fin de ajustar el pH de
extracaion entre 7y 7.5, En el presente trabajo se ha valorado el pH de los
extractos obtenidos mediante incubaciones en diferentes condiciones de pH,

con el fin de conocer cuando se producen los cambios y con que intensidad.

Desde un punto de vista botanico se ha descrito que el polen libera
sustancias tamponantes con el fin de estabilizar el medio en el que se
encuentra. De esta forma ¢l polen se asegura que el pH del medio es el
adecuado para fa germinacion. El valor de pH que parecen necesitar la mayor
parte de los polenes estudiados es de 6 (Shivanna, 1989). Este valor también
parece ser el requerido por el polen del centeno va que pHs tan extremos
como 3y [ del tampon glicina y carbonato son modificados a 45 v 7.6

respectivamente en los polenes viejos y a 6y 7.5 en los nuevos. De estos
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resultados puede por tanto concluirse gue ei polen nuevo conserva mejor su

capacidad de tamponar el medio.

En este estudio se comprobd que los polenes liberan estas sustancias
tamponantes durante el primer minuto de incubacion. El pH de las
extracciones posteriores a este periodo solo fue modificado en las
incubaciones realizadas en tampén glicina. Este diferente comportamiento
del polen podria deberse a que las sustancias tamponantes se liberen en su
totalidad durante el primer minuto de incubacion y que algiin componente
del tampon glicina induzcan de nuevo su sintesis, o quizds a una modificacion
de la regulacion de la membrana citoplasmitica, dependiente de las

caracteristicas del medio.

De los resultados obtenidos se deduce que las condiciones de incubacidn
de los extractos totales solo son comparables con los extractos del primer
minuto, pues en los extractos posteriores el pH del medio es diferente. Por
otra parte si s¢ tiene en cuenta que el polen libera estas sustancias para
"preparar’ el medio paru la germinacion del polen, las sustancias liberadas
durante el primer minuto podrian condicionar la liberacion de los distintos

componentes en jas extracciones no interrumpidas.

Los extractos del primer minuto contienen un bajo porcentaje de alergenos
y una alta proporcion de proteinas no reactivas y de componentes
citoplasmaticos por lo gue debe valorarse s1 la extracciéon del primer minuto
debe ser o no incluida en los extractos alergénicos, ya que su inclusion
disminuye la calidad del extracto final. Para ello es necesario asegurarse antes
de que todos los alergenos que se extraen durante este periodo se sigan

extrayendo en extracciones posteriores en cantidad suficiente.
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5.2 FACTORES QUE AFECTAN SOBRE LA CALIDAD DEL POLEN

Como anteriormente se expuso la calidad del material de partida es un
requisito indispensable para la correcta preparacion de los extractos
alergénicos. Con respecto a los polenes la TUIS recomienda que fa
recoleccion y analisis del material sea realizado por una persona experta en
botanica. También se recomienda que los métodos empleados aseguren un
alto grado de pureza evitando la presencia de elementos extranos (inferior a
un 5%3). Una vez recolectado el polen debe de ser desecado y conservados en

contenedores herméticamente cerrados y a bajas temperaturas.

5.2.1 Proceso de recoleccion

En el presente estudio se ha analizado el comportamiento de polenes de

tres suministradores diferentes, durante el proceso de incubacion.

En cada uno de ellos se habia empleado, para su recoleccion, un
procedimiento diferente de los tres que normalmente se usan (Maasch ef al,
1987).

En el método seguido por Sigma, la recogida de! polen se realiza en el
propio lugar del cultivo, mediante una aspiracion de la planta cuando ésta se
encuentra polinizando. Este método permite recoger altas cantidades de
polen pero se presta a grandes contaminaciones debidas a la polinizacion de
otras plantas, proximas a la recolectada, asi como a la presencia de una alta
proporcion de esporas. Microscopicamente este polen era sin embargo

homogeéneo.
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En el proceso seguido por Allergon, se recoge la parte floral de la plantay
se deja desecar. Posteriormente el polen es recolectado mediante un
procedimiento mecdnico. Se ha descrito que durante este proceso se produce
el deterioro de la integridad del grano del polen y ademds permite que junto
con el polen se recojan partes de planta en una proporcion elevada. La
visualizacion al microscopio Optico del polen suministrado por esta empresa

constatd lo descrito,

En el método seguido por Juan Antonio Jiménez, se recogen las plantas
poco antes de su polinizacion y se mantienen formando ramilletes con las
raizes en agua hasta que, de forma espontinea. se produce la liberacion del
polen. Este cae sobre un papel cristal que se encuentra rodeando al ramo, de
donde es recogido. Se constdera un buen sistema de recoleccion va que
ademads de no deteriorar el polen, los contamunantes se encuentran en una
haja proporcidn, Este método también permite controlar el grado de

maduracion del polen.

Como antes se ha discutido se observan diferentes comportamientos
cinéticos entre los tres tipos de polenes, El comportamiento de los polenes de
Allergon retleja el deterioro de las estructuras del polen observadas al
microscopio,asi como la presencia de fragmentos de planta. Segun esto
aunque los extractos obtenidos de otro polen no deteriorado y el de Allergon
tuvieran la misma cantidad de alergenos, este Gltimo incluird mayor ntmero
de componentes no proteicos, lo cual es una pérdida de calidad. Segan estos
resultados en los requerimientos sobre el material de partida debe de
considerarse que el proceso de recoleccion no deteriore las paredes v

membranas de los polenes.
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5.2.2 Proceso de desecado y conservacion del polen

Con respecto al proceso de desecado, normalmente se emplea una
corriente de aire a 30-40 C durante 24 horas con la posibilidad de anadir al
sistema un proceso de vacio. Una vez desecado el polen se almacena en
contenedores herméticamente cerrados y se 4  bhajas  temperaturas
{Wodehouse, 1965; Durham, 1951). A lo largo de su experiencia como
productor de polenes, Juan Antonio Jiménez refiere que el grado de
desecacion obtenido con sus polenes no le resultaba satisfactorio y habia
modificado las condiciones del protocolo, obteniendo una desecacion mis

ventajosa. Este método fue aplicado al polen recogido en el ano 1991.

En el estudio sobre conservacion del polen del centeno, se emplearon
cuatro tipos de polen. Dos de ellos fueron recolectados por Juan Antonio
Jiménez en ios afos 1987 (un lote conservado en nevera y el otro congelado),
otro en 1989 v el cuarto tue recogido por el mismo recolector en el ano 1991,
El estudio realizado entre los extractos obtenidos a partir de ellos, mostro que
entre los polenes conservados, no existian diferencias cuantitativas tanto en
los extractos parciales como en los totales. Tampoco existen diferencias en las
caracteristicas electroforéticas de los componentes extraidos a partir de los
diferentes polenes. Solo se aprecia una ligera modificacion en la cinética de
emision de proteinas en los extractos del polen del afio 1989, coincidente con
una extraccion de alergenos mds rdpida. Las diferencias entre los extractos de
polenes conservados y los preparados a partir del polen recién recolectado
fueron sin embargo muy grandes a nivel de alergenicidad asi como en el

patran electroforético y cinética de emision.
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Todos estos datos reflejan, que la diferencia en las condiciones de
conservacion que habia entre los dos polenes de 1987 no afecta a la calidad de
los extractos preparados. Por otra parte el resultado intermedio obtenido para
el polen del 1989, podia representar una fase intermedia de deterioro entre el
polen nuevo y el conservado. Sin embargo los resultados obtenidos con el
polen del ano 1991, después de su conservacion durante un afio en la nevera
con desecante, ponen de relieve que el polen no modifica ni la cinética de
emisién de sus componentes ni las caracteristicas electroforéticas de sus
proteinas durante la conservacion. Si se tiene ¢n cuenta que el polen del ano
1991 se habia conservado de la misma torma que los demds, las diferencias
observadas en el estado del polen pueden debe a la diferencia en el
procedimiento seguido para su desecacion. Esta hipdtesis sugiere que un mal
proceso de desecacion del polen puede alterar la conservacion de sus
componentes 0 modificar sus cinéticas de emision de forma que disminuye la
calidad de los extractos finales. La modificacion se produce posiblemente
durante el proceso de desecado, manteniéndose después el polen invariable
durante largos periodos. Esta hipdtesis justificaria algunos de los resultados
discrepantes, descritos en cuanto a estabilidad del polen durante su
conservacidn. Asi en los estudios realizados sobre conservacion del polen,
analizando los extractos obtenidos a partic de polenes de un mismo
recolector, no muestran grandes diferencia en sus caracterfsticas debidas al
paso del tiempo (Maasch et al, 1986; Maasch ¢f «f, 1987; Mansfield et «l,
1987). En estos trabajos se afirma por lo tanto gque la conservacion no
modifica la alergenicidad del polen. En estos casos el polen sigue siempre el
mismo proceso de conservacion por lo que la estabilidad del polen durante

largos periodos refleja que el polen una vez desecado se conserva durante

CAP: 5 rac.: 20



DISCUSION

largos periodos. Este resultado no confirma sin embargo la buena calidad del
polen, ya que no se estudia como se comportaba el polen al momento de ser
recolectado. Cuando en los estudio se comparan extractos de varios
recolectores. el resultado puede mantenerse o pueden aparecer variaciones
(Anderson, 1985; Hemmens, 1988; Malik et «f, 1991) dando lugar a
conclusiones erroneas sobre el tiempo de almacenamiento. Todo esto sugiere
que en los estudios sobre conservacion se debe incluir como control un
estudio del comportamiento del polen al momento de su recoleccion incluso
antes de ser desecado, ya que éstas son las condiciones mas proximas a las del

polen que tlega al organo de choque.

En los extractos recogidos de los polenes de Allergon y de Sigma se
observa que las imdgenes electroforéticas de sus proteinas no son muy
diferentes a Tas de los polenes conservados del estudio anterior. Por lo que
podemos decir que el método seguido para su desecacion tuvo un efecto
similar en el polen que el primer método empleado por Juan Antonio
Hménez. Por otra parte esta igualdad de componentes entre pdlenes
recolectados en diferentes paises v con diferentes métodos, sugiere que las
diterencias observadas entre polenes de distintos recolectores no se deben a
diferencias botdnicas de los pdlenes, sino al proceso que se ha seguido desde

su recoleceion hasta su uso.

Por otra parte, deberia tenerse en cuenta que las caracteristicas botanicas
del polen de dos especies distintas pueden diferir enormemente (Shivanna,
1989}, Estas diferencias afectan de forma especial a la actividad biolégica del
polen al momento de su recoleceion. Asi los pdlenes bicelulares, que
necesitan largos periodos de actividad metabdlica para que se produzea la

fecundacion, son polenes gue mantienen su viabilidad en la atmosfera
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durante mucho tiempo por lo que su conservacion no requiere grandes
condiciones, y pueden mantenerse viables algunos de ellos incluso anos. Esta
estabilidad es la normal en los pélenes de gimnospermas. Sin embargo
aquellos polenes que al momento de su liberacion se encuentran mas
avanzados en el proceso de la fertilizacion (polenes tricelulares), el periodo
de viabilidad, de forma natural es bajo. Son especialmente dificiles de
conservar los polenes de las gramineas, debido alto porcentaje de agua que
contienen después de su desecacion natural. Este hecho da lugar a que el
periodo de viabilidad del polen de una graminea sea tan solo de unas pocas
horas. Aungue se ha descrito que un polen no viable mantiene su
alergenicidad (Milner er al, 1972), es evidente que dependiendo de la
actividad metabolica que haya mantenido el polen desde su formacion hasta
el momento en que sus alergenos son extraidos, la calidad de los extractos
preparados puede ser diferente. Si el mantenimiento del metabolismo es
funcidén directa del porcentaje de agua que contiene el polen, es por lo tanto
necesario ajustar las desecaciones de los palenes pura cada especie, de forma
que se asegure la presencia y proporcion de sus componentes al momento de

y durante la preparacion del extracto,

3.3 VALORACION DE PROTEINAS EN LOS EXTRACTOS DE POLENES

El conocimiento de la cantidad de proteina que contiene un extracto
alergénico, es un dato de considerable interés tanto en la preparacién de
extractos hiposensibilizantes y de diagnostico como en los estudios de
caracterizacion de alergenos. Se ha descrito sin embargo gque debido a la alta
proporcion de sustancias interferentes que liberan los polenes, los diferentes

métados de valoracion aplicados a un mismo extracto, pueden dar lugar a
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resultados muy dispares. E} valor obtenido por un método de valoracion
puede llegar a ser hasta 10 veces superior al estimado por otro. Esto es debido
a que dichas sustancias pueden interferir con los métodos de valoracion con
distintas intensidades y en sentidos opuestos. En un estudio comparativo de
diferentes métodos de valoracion de proteinas, Hogne ef af (1989) sugieren
yue el método que mejor valora el contenido de proteinas de este tipo de
muestras es el método de Lowry, con diferencia incluso con el Lowry
modificado. Otros autores (Baer, 1988) sin embargo también describen
interferencias con este método, no existiendo por el momento un método
idoneo para esta valoracion. En nuestras primeras experiencias con extractos
de polenes. comprobamos que el contenido proteico calculado a partir de los
datos de Lowry, era acorde con las cantidades requeridas para que se
visualizaran las proteinas en los geles de poliacrilamida, mientras que si se
estimaba por otros métodos encontrabamos que, o la proteina resultaba
insuficiente, o era excesiva. Estos resultados estaban de acuerdo con lo
expuesto por Hogne et «f (1989), por lo que se decidio utilizar aqui el método
de Lowry como el mas adecuado para la valoracion del contenido proteico en

el estudio aun conscientes de alguna limitacion.

A lo largo del trabajo se observo que en el extracto del primer minuto, el
método de Lowry podia sobrestimar el contenido proteico ya que para
visualizar las bandas en la misma proporcion que en los demads extractos, se
requeria un mayor volumen de muestra que el calculado por el método de
Lowry. Durante el estudio comparativo de los extractos obtenidos de pdlenes
recogidos en diferentes afios, observamos gue en el polen recién recolectado,
el método parecia infravalorar en cambio, el contenido del extracto del

primer minuto. Kalb v Bernlohr (1977), han disenado un  sistema
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espectrofotométrico de valoracion de proteinas basado en una relacion
matemadtica entre la absorbencta de la muestra a 260nm y a 230nm. Segin lo
descrito por los autores el método permite corregir las interferencias que los
dcidos nucleicos producen en el método mediante relacion densitométrica
2807260 (Warbung y Christian, 1942), asi como las interferencias de los
hidratos de carbono con el método de Lowry. El diseno de este método de
valoracién, se lleva a cabo con objeto de facilitar la valoracion de proteina en
medios de incubacion celular, lo cual puede hacerlo idoneo para valorar la
proteina de los extractos de polen. Este método, no empleado en otros
estudios, fue comparado con el método de Lowry, de Warbung ef al y con el
método de Bradford (1976). Los resultados pusieron de manifiesto que el
método de Lowry y de Kalb son ahsolutamente coincidentes a excepeidn de
los valores de los extractos de un minuto de incubacion y del Gltimo extracto
del polen nuevo. La homogeneidad encontrada con el segundo método, entre
los extractos de un minuto de los distintos pdlenes, puede suponer una mejor
valoracion que método de Lowry. Estos resultados sugieren gque la
interferencia que pueda obtenerse con el método de Lowry se produce
principalmente con componentes liberados durante el primer minuto de la
incubacion, de origen citoplasmdtico en su gran mayoria, mientras que en
otros métodos interfieren con sustancias liberadas durante todo el proceso.
La interferencia de los componentes citoplasmiticos con la valoracion de
proteinas por el método de Lowry es muy patente en el estudio comparativo
de liberacidn de proteinas con polenes de diterentes sumtnistradores. Asi en
el polen de allergon, que contenia una alta proporcion de polenes rotos y
fragmentos de plantas, el método de Lowry reflejaba una cantidad de proteina

muy alta en el extracto de un minuto, con respecto a los de otros polenes
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mientras que los valores posteriores, aunque diferentes, se hacian mas
proximos. Los voliimenes requeridos para la visualizacion de las proteinas del

primer extracto no fueron acordes con lo calculado a partir del Lowry,

Teniendo en cuenta que la contribucion de los componentes extraidos en
el primer minuto (principalmente citoplasmdticos) representan un alto
porcentaje del extracto total, y que éste es variable dependiendo del estado de
conservacion del polen, la utilidad del método de Lowry para valorar los
extractos totales es también dependiente del estado de conservacion del
polen. Esta observacion justifica la discrepancia de los diferentes autores
sobre la aplicabilidad del método en la valoracion de proteinas en los

extractos alergénicos procedentes de polenes.

5.4 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS ALERGENOS DEL
POLEN DEL CENTENO

Matthiesen e «f (1990), han realizado una extensa revision bibliografica de
los estudios realizados sobre alergenos de polenes de las gramineas., En su
estudio han recopilado los datos de las caracteristicas fisicoquimicas e
tnmunoquimicas de los alergenos que se han aislado. Atendiendo a la
normativa sobre nomenclatura de los alergenos, los hasta abora purificados
pueden ser agrupados en seis grupos mayoritarios seguan el esquema de la
tubla 3.1, Los alergenos mas dominantes son aquellos que se incltuyen en los

grupos v V.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los alergenos de nuestro estudio
reflejan que en el polen de centeno hay alergenos que pertenecerian a varios
de fos grupos deseritos, pero la banda de 48 kDa, que se desdobla en tres

componentes alergénicos de PI 5.7. 6.1 y 6.5 no ha sido descrita en ninguna
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graminea y su deteccion puede dar lugar a la aparicion de un grupo VII en
esta clasificacion. El hecho de no haberse identificado como alergénica en
otros pdlenes de gramineas, puede ser debido a que sea un alergeno exclusivo
de polen del centeno, lo que estaria de acuerdo con Benjamins y Vermeulen
(1931), 0 bien que su extraccidn en los medios de incubacidon empleados sea

escasa y no se haya podido identificar.

No se han detectado alergenos de bajo PM en este polen, por lo que no

parece contener alergenos de los grupos I, Il y VL.

Los componentes alergénicos la banda de 38 y la de 67 podrian pertenecer
a el grupo IV, La banda de 67 se eluye en el primer pico bdsico de las
cromatografias de intercambio anionico de los extractos preparados del polen
de 1987. Este hecho permite afirmar que es un componente bisico y serfa
equivalente al descrito por Howlett y Clarke (1981) en el polen de lolium
perenne. Este componente no se detecta en el polen nuevo mientras que en
su lugar podria incluirse al componente de 58 kDa, pero ha de determinarse

afin su punto isoeléctrico. Se han descrito asociaciones entre componentes de
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los polenes de las graminea (Dactilis glomerata), mediante estudios
cromatograficos (Brodard er af, 1991). Estas asociaciones pueden dar lugar a
bandas que indicarian la existencia de sustancias que no existen Asf la union
de dos componentes de peso molecutar cercano a 30 kDa, darfan lugar a la
aparicion de Yos componentes reactivos de 67 y 58 kDa. En nuestra
experiencia la banda de 67 kDa se detecta en el los perfiles electroforéticos
de las fracciones de exclusion molecular correspondiente a su masa molar
pero se sigue recogiendo en fracciones posteriores junto con los componentes
de alrededor de 30 kDa (datos no expuestos en los resultados). Si la
asociacion se produce entre el componente de 58 y el citocromo C (12 kDa),
la union también da lugar a un componente hdsico de pM cercano a 67 kDa.
La variabilidad observada en la extraccion de estos componentes, podria
también deberse a la posibilidad o no de estas asociaciones, dependiendo de

fas caracteristicas de la extraccion asi como de la conservacion del polen.

En cuanto a tos alergenos hisicas de pesos moleculares cercanos a 30 kD,
sus caracteristicas moleculares no permiten incluirlos como alergenos de
ningan grupo, sin embargo se ha descrito como alergeno del polen de Pou
(Kisil. 1990), una proteina de peso molecular 33 kDa y un PI 9.1, que es muy
alergénica v se describe como unoe de los alergenos mas importantes de este
polen. Los autores la incluyen como componente del grupo Ib. La reactividad
de las dos bandas basicas en el inmunoblot del isoelectroenfoque de las
fracciones de componentes de 30 kDa, recogidas mediante exclusion
molecular, muestra que al menos dos de los componentes mas bdsicos de este
polen son alergenos y con puntos isoeléctricos de 9.3 y 9.1 por lo que serian

clasificados dentro del grupo Ih.
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Las caracteristicas de los demds alergenos identificados, estan de acuerdo
con las de otras gramineas de los grupos 1 y V (Ford y Baldo, 1896;
Matthiesen v Lowenstein, 1991; Klysner, 1992). Estos alergenos se han

descrito como muy importantes dentro de los pélenes de las gramineas.

A pesar de que dentro del campo de la alergia la purificacion de alergenos
es objetivo prioritario, no se han purificado mds que una pequefia proporcion
de ellos. Las técnicas empleadas son generalmente complejas, y muchas de
ellas requieren la realizacion consecutiva de varios procesos diferentes, dando

lugar & un bajo rendimiento.

El conocimiento de las caracteristicas de emision de proteinas y alergenos
nos ha permitido obtener un extracto altamente enriquecido en alergenos.
Este extracto ha permitido purificar mediante un tnico paso cromatografico
los componentes de la banda de 48 kDa, asi como estudiar su potencia
alergénica. La semejanza caracteristicas fisicoquimicas de sus tres
componentes requiere un proceso mds complejo para poder separar cada uno
de ellos independientemente y estudiar si son o no isoalergenos, o son

moléculas completamente diferentes.

La cromatogratia de intercambio cationico del mismo extracto ha
permitido purificar en un solo paso cromatogrifico tres alergenos, dos del

grupo V y otro de 48 kDa no incluible en ningan grupo.

Todo esto resultados confirman la necesidad de conocer mejor las
caracteristicas bioldgicas de los pdlenes para obtener extractos de alta calidad
y para conocer mejor las caracteristicas fisicoquimicas de los componentes

reactivos.
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CONCLUSIONES

De los resuttados expuestos en este trabajo se pueden extraer las siguientes

conclusiones;

1) La liberacion de los componentes del polen de centeno no se
produce por simple difusion, sino que obedece a mecanismos mas
complejos, dando lugar a que existan diferencias en la velocidad y en la
tasy de emision de los distintos  componentes. La  emision  de
componentes parecen guardar relacion con los procesos hotanicos que
ocurren en el polen cuando éste entra en contacto con un medio

humedo.

2)  Diversos factores tales como el pH del medio, composicion del
tampon de extraccion, estado de conservacion del polen, pueden
moditicar las caracteristicas cinéticas de la emision de dichos
componentes. Las diferencias en composicion  observadas  entre
extractos obtenidos de una misma especie de polen por diterentes

metodologias, podrian justificarse por este hecho.

3) La calidad de los polenes como material de partida en la
preparacion de extractos alergénicos, es dependiente de la metodologia
de recoleccion, desecacion y conservacion las cuales deben de ser
disenadas teniendo en cuenta la actividad metabdlica que posee cada

polen al momento de su recogida.
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e 4) EI conocimiento de las caracteristicas de la emision de proteinas y
alergenos permite obtener extractos enriquecidos en diferentes
alergenos, los cuales constituyen un material de partida idéneo para la

caracterizacion y purificacion de las sustancias alergénicas.

e 5) El polen de centeno contiene un componente interferente con los
procesos de isoelectroenfoque, que se extrae principalmente en
tampon fosfato y carbonato y que debe de ser tenido en cuenta en ¢l
andlisis de los extractos mediante esta técenica.

e 0) Algunas de las recomendaciones de la IUIS no pueden ser

aplicadas en la preparacion de extractos con estos polenes.

e 7} La eliminacion de las sustancias extraidas del polen durante el
primer minuto de incubacion podria suponer una importante mejora en

la calidad de Jos extractos preparados mediante incubacion del polen.

e &) El conocimiento botinico de los procesos que ocurren en el polen
durante las incubaciones que se realizan para la preparacion de
extractos alergénicos, permite optimizar ¢l diseno de obtencion de

dichos extractos.

e 1) EIl conocimiento de las caracteristicas biologicas del polen de
centeno permite obtener extractos fraccionados que tacilitan el estudio

de tdentificacion y caracterizacion de sus alergenos.

e 2) Elpolen de centeno contiene una elevada proporcion de alergenos

basicos muy reactivos, lo cual discrepa con las consideraciones
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generales sobre alergenos de las gramineas en las que se describen

como mayoritarios los componentes acidos.

3)  El componente de 48 kDu podria ser un alergeno especifico del

polen en estudio.

4)  Los resultados del este estudio realizado en el polen del centeno,

sugieren que este polen no contiene alergenos de los grupos UL 1Ty VI

5)  Las caracteristicas de una parte de sus alergenos son coincidentes

con {as deseritas para otras gramineas de fos grupos L Ib, IVy V.

Debe de ser reconsiderada la no inclusion de este polen entre los
seleccionados para la preparacion de extractos alergénicos, ya que

puede presentar diferencias claras con los polenes de otras gramineas.
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