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INTRODUCCION

INTRODUCCION

1.1 REACCIONESDE HIPERSENSIBILIDAD DETIPO 1. ALERGIA

Los organismossuperioresestáncapacitadosparareconocercomopropias

01 no propiasa todas las sustanciaspresentesen su entorno.Cuandoalgunade

estassustanciassuperalas barrerasfisicoquímicasprotectorasdel organismo

(piel, membranamucosa,sistemamuco>ciliar, secrecio)nesetc..) y penetraen

su interior, se desencadenanuna serie de reaccionesmuy complejas

destinadasa reconocer,neutralizary eliminar al agente invasor. En estos

mecanismosde defensaparticipanun conjunto de órganos,célulasy factores

solubles que constituyenel sistema inmune. A pesardel papel beneficioso

que representanestos procesosdefensivos, diversasalteracionesen ellos

pUeden dar lugar a reaccionesadversaspara el organismo,produciendo>
enfermedade inclusive la muertedel individuo. El nivel al que seproducela

alteraciónesmuy variado),dando lugar a diferentespatologíasconocidashoy

en día con el nombregeneralde reacclonescíe hipersensibilidado reacciones

¡ti Ifl U fl<>a Iérg¡cas.

Eíí 1968 (idI y Coombs,clasificaronestasenfermedadesen cuatrogrupos

diferentesatendiendoal tipo de procesoque seencontrabaalterado.De estos

cuatrogrupossolo) nosocuparemosde las reacciones(le hipersensibilidadde

tipo> 1, por ser la base del presenteestudio). En estasreaccionesse produce

una respuestaelevadade inmunoglobulinasde la clase E contra antígenos

(alergenos) inocuo)s para el individuo. Estas inmunogJobulinas poseen Ja

capacidadde permanecerunidasa receptoresespecíficos,expuestossobrela

membrana de diversas células efectoras del sistemainmune. Al contacto)con

CAP: 1 [WC,: 1



INTRODUCCION

el antígenolas 1gB se entrecruzantransmitiendoa la célula una señalque

induce la liberaciónde potentesmediadoreslos cualesprovocan,de forma

inmediata,uíía reaccióninflamatoriaaguda.A los síntomasclínicos de esta

reacción se les ha denominadode forma global, atopia e incluyen asma,

eczema,fiebre de heno, urticariae inclusive, en determinadascircunstancias

anafilaxia.Por las característicasde los síntomasqueproducen,las reacciones

cíe hipersensibilidadde tipo 1 son también conocidas como reacciones

anafilácticaso como reaccionesde hipersensibilidadinmediata.A vecesse

presentaLina siíítomatologíainflamatoriasecundaria,posteriora la inmediata

conocidacomofase tardíade la respuestaalérgica.Los mediadoresy células

implicadas en estas reaccionesno están muy bien caracterizadospor el

momento.

Históricamente se han descrito cuadros clínicos de este tipo de

enfermedaddesdela antigfiedad,pero la primeraasociaciónde éstacon la

exposición a un determinadoantígenose llevo a cabo en 1873 cuando> se

demostró que los pólenes de las gramíneaseran los responsablesde la

enfermedadconocidaComo) “fiebre del heno’ (Blackey, 1873),aunqueun año

atites Wymanya habíaimplicado al polende la ambrosíaen la apariciónde

los catarrosotoñales.La naturalezainniunologicadeestapatologíafue puesta

cíe manifiesto, V)F primera vez, en 1906 (Von Pirquet) que introdujo el

termino de “alergia” refiriéndoseal conceptode reactividadcambiadaen la

respuestadel huésped,al entraren contactoporsegundavezo sucesivascon

un ‘agente”. Bajo la denominaciónde alergia se fueron englobando) las

diferentesreaccionesde hipersensibilidadque se iban conociendo.I-foy en

día existeconftísion con la denominación,pero) setiendea asociarel nombre

CA..P: 1 wxu. 2



INTRODUCCION

de alergiacotí las reaccit)nesde hipersensibilidadcte tipo 1, por lo que eneste

trabajoseutilizarán indistintamenteambostérminos.

En 10)21 Prausnitzy Kiinster demostraronla existenciade una respuesta

humoral específicaen las reaccionesalérgicas,descubriendo~ presenciade

una sustancíaque ellos denominaron“reaginina” en el suerode lo>s pacientes

que padecíanla enfermedad.Las característicasmolecularesde estasustancia

han sido mciv estudiadasdurante un largo periodo (Staríworth, 1963).

Jniciainientefue clasificadacornio una stjbclasede la IgA (revisadopor Sehon

y Gvenes,1971), pero> graciasa los trabajosde Ishizakaet al (1966a. 1966by

1967). a los de Johanssony Bennich (1967) y a los de Stanwortheta! (1968>,

se pudo determinarque las reagininaseran en realidaduna nueva clasede

inmunoglobulinaa la qtte se le denominoIgE. Posteriormenteel grupo> de

Ishizaka describió que los niveles de IgE en los pacientesalérgicos se

encontrabanaumentadoscon respectoal resto cte la población no) alérgica,

siendodesdeentoncesobjetivo de estudio) los mecanismosde produccióny

regulaciónde estainmunoglobulina.(Yocloy e Isizaka,1979 y 1980; Yodoya

al, 1979 y 1980; 1-lirashimaeta!, 1980; lshizaka 1985)

1.1.1 La inmunoglobulina E

Al igual que o)tras inmuno)globulinas, la IgE es una glicoproteina

tetranierícacompuestapor dois cadenaspesadasy dos ligeras idénticasentre

sí. Las cadetíasligeras50)n de tipo < o x colí característicasquímicasidénticasa

las deotrosanticcíerpos.

Las cadenaspesadas(cadenasepsíIon), co)ntienen los determinantes

isotípícoscíe, estaclasecíe inmuno)glo)buhina.Estánformadaspor tina región

variable de líO aminoácidosy una reg¡ón constantede 440 residuos.Se ha

CAP: 1 <WC’ 3



INTRODUCCION

descrito que en estascadenasexisten 15 cisteinas, 10 de las cualesestán

implicadasen la formación de 5 puentesintracatenarios.Cuatrode ellos se

lo)calizan en la región constante formando cuatro “loops” peptídicos

denominadosdominios C 1, C 2, C 3 y C 4 y el quinto en la regiónvariable,

En el dominio C 1 hay un puentedisulfuro extra, que implica a otras dos

cisteinas.De bis otros tres aminoácidosazufrados,dos forman puentesde

unión con la otra cadenapesaday el restantecon la ligera (Bennichy Von

Bahr-Lindstron,1974).

EL pesomoleculardeunamoléculade IgL esde 190 kDa, correspondiendo

un 12Ú0 del peso> a carbohidratos,lo> cual es una característicamolecular

diferentedíel resto)de las inmunoglobulinas.

La propiedadmás importantede la IgE. es su capacidadpara unirse de

forma reversible a receptoresespecíficosexpuestossobre las superficies

celularesde diversascélulasefectoras,inducieíido Io)s sinto)masde la alergia.

Dos son los tipos de receptoresa los que esta moléculapuedeunirse: los
9recepto)resde alta afinidad (FcFRI, Ka 1(1 M), expuestossobre las

membranasde los mastocitosy de los basófibos(Metzger. 1991; Metzgery

Kinet, 1989) y los receptoresde baja afinidad (Fc~R2 o CD23, Ka= 10~ a
810>) que se encuentransobre las superficiescelularesde los linfocitos B,

monocitos,niacrófagos,eosinófilos- etas(DelespesseU al, 1990).y plaqu

Los primeroisexperimentosparadeterminarla zo)nade la moléculaquese

unía al receptor.demostraronque éstase producíaen ambosa travésdel

fragmento (lshizaka e! cd, 1970). Hoy en día se sabeque las secuenciasdie

aminoacidios implicadas en la unión a los dos tipos de receptores,son

diferentes.La región de la mofléculaque se une al receptorde alta afinidadí,

CAP: 1 I’A(i,: 4



INTRODUCCION

ha sido identificada muy recientemente, mediante técnicas de DNA

recombinante(Gehaet al. 1985; lshizakacl al, 1986; y Helm el al, 1988). Los

datos experimentalesindican que esta región es una secuencíade 76

aminoácidos,diesdeGln—301 a Arg-376, situadaentre los dominiosC 2 y C 3.

No se conocecon tanta exactitud la porción molecularresponsablede la

unión al receptorde baja afinidad, pero se sabe que se sitúaen la zd)na de

u u ídn dic los domíti ios C 3 y C 4.

¡.1.2 SíntesisIgE

El conocimientode los mecanismosdIc síntesisde la IgE así como su

reculaciónen los indlividuo)s sanos,permitirá conocerlas alteracionesque se
b

producenen las personasalérgicasy diseñarla terapiaadecuadaparaevitar la

enferni edad!.

Durante los últimos años,este ternade estudio ha sido prioritario para

mcicho>s laboratorios,disponiéndosehoy en día de resultadosexperimentales

dlue han permitidio conocer algunos aspecto)SdIc la síntesis de IgE y su

regulación. Los trabajosmás interesantesen estecampohan sido> revisados

recientemente por varios autores(Zubler el al, 1987; Snapperet al, 10)88;

Coffman U al. 1988; Mosmann y Coffman, 1989; lshizaka, 1989; Vercelli y

(jeha. 1989; Essery Radlbrucíl, 1990; Romagnaniy Ricci, 1990; Romagnani,

99<) Finkelrnanuat 1990; Ricci y Rossi, 1991>; Heu.sserU al, 1991).

DeestosesttIdliosseconcluyeque e~ístenprocesoscomunesa la síntesisde

las demás inmunoglobulinasy otros específicospara la clase en estudio.

También se lía observadlo qcíe existe gran dificultad de indttcir

experimentalmente,una síntesismantenidiadIC IgE. Aunque se ha o)bservado

díue en la inmunización de animales se produce una respuestade IgE
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paralelamente a la síntesis de IgG, esta respuesta es transitoria

desapareciendoa las 3-4 semanas,sin serestimuladanuevamenteensucesivas

inoculacionesdel antígeno. Solamente se puede obtener una respuesta

mantenidaen animalesgenéticamentepredispuestospara ello, inmunizados

con dosis muy pequeñasde un potente inniunógeno y con el apropiado

adyuvante.

Todas las inmunoglobulinas son sintetizadaspor células plasmáticas,

procedentesde la diferenciaciónde linfocitos B. Los genesque codifican las
cadenasLigerasdiel tipo 1=selocalizanen el cromosoma2 y las de tipo X en el

22 y son los mismospara todaslas clases.Los genesparalos distintosisotipos

de las cadíenas pesadasse encuentranlocalizadosen el cromosoma 14,

activándoseunosu otrosen tuncion de las señalesrecibidaspor la célula.

Experimentalmentese ha observadoque el linfocito B se transformay

prolifera convirtiéndoseen célula secretorade ¡gE mediantedos tipos de

estímulos.La primera señal la recibe la célula a travésde un co)ntacto)físico)

corn un linfocito 1 colaborador(Claman cf al, 1966; Davies cf al, 1967;

Vercelli et al, 1989). La segundase produce cuando interaccionacon la

interleucina4 (IL-4). (Bergstedt-Lindquistcf al. 1988; Del Petrecf al, 1988;

Penecf al, 1988; Finkelmanetal,1988).

A pesar de que este mecanismode inducción de síntesis de IgE es

aceptado)de manerageneral,nuevasInvestigacionessugierenque no es éste

el tinico, existiendovías de síntesisindependientesde las células1 (Brown cf

al, 1987; Wodnar-Filipowiczcf al, 1989; Gordonu aL 1990;Sarfaticf al, 1989)

otras independientesde la IL-4 (Heusseru al. 1989; Smith e! al, 1990) e

incluso existen evidenciasexperinientalestille indican que los linfocitos B
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puedenespontáneamenteconvertirseen célulassecretorasde estaclasede

inmunoglobulína(Sarfaticf al, 1984; Delespessecf al, 1989a).

1.1.2. 1 Mecanismosde síntesisdependientesde las célulasT

Se han descritodasposiblestipos de contactosentre las célulasB y las T

que dan comoresultadola induccióndie la síntesisdic la inmunobgí(>bulinaE:

a) El contactoafín, prodtucid(>entreun receptordic membranadel linfocito

T, altamenteespecíficoparael antígenoy péptidld)s dic ésteúltimo> expuestt>5.

en asoclac¡o)ncon una proteínadic la clase II del MHC, sobre la superficie

celtílar del linfocito B. Este tipo die interacciónes comítn para todos lo>s

l)r(>cesos dic indluccion cíe una respuestainmune humoral y provocan la

activacióndel linfocito. La señalespecíficaparael cambio> de clasedepende

dic lo)s mediadoresliberadospor la célula c~ue partícipóen el co)ntacto.Las

células [ inducto>ras dIc la síntesis cíe IgE son secretoras,entre t>tros

mediadores,de interleucina4 (Mitchison, 1977; Vitteta cf al,, 1989; Ziegler,

1981)

b) El contactono> afín, en el que la unióndIc la célulaT con el linfocito B se

produce a través de un receptor desconoicido,quizás relacionadocon el
antígenoCD40. Aunque estemecanismono estátodavíabien estudiado),se

sabe que este tipo> de unión se lleva a cabo de forma inespecífica e

indlej)endlientede la restriccióngenética(Parronchicf al. 1990; Jabaracf al,

1990).

Cuando> el contacto)entre los Iinfocito>s es dic tipo> afín se producenIgEs

altamenteespecíficaspara el antígeno.niientrasque sí el contacto)es no> afín
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se induceuna síntesisde ¡gE policlonal. Esta última forma de inducción se

produceen reaccionesalérgicasintensasy en parasitosís

1.1.2.1.1 Síntesismediantec>ntactoafín

En estetipo desíntesis,esnecesarioque el antígenohayasido> previamente

procesadotanto) por el linfocito B cíue va a ser estimulado>,como por las

célulaspresentadorasde antígen(>que vaíi a activar a] linfocito T implicado>

en el co>ntacto.

Los antígenosso>n fagocitadospor las células presentado>rasde antígeno>e

internalizados en unas vacuolas digestivas donde se fragmentan

adecuadamente.Seguidamentelos fragmentosson pro>cesadosen el interior

vacuolarparaque puedanasociarsea una moléculadel MHC de la claseII y

serexpuestt>s,as>ciados,sobrela superficiede la célula. Estaunión esposible

que se produzca en la misma vacuola digestiva, ya que existen datos

experimentalesen los quesedescribela presenciade la proteínadel MHC en

la membranavacuo>lar (Ziegler y Unanne_ l98~ Unanue, 1984; Creswell,

1985; Monaco, 1992.). Tras la asociación, la vacuola se fusiona con la

membranacitoplasmática.dejándolesexpuestossobrela superficiecelular,El

recono>cimientodel antígeno>po>r la célula T sobrela célulapresentadoradle

antígeno,se lleva a cabo> a travésde tín receptorespecífico>(TCR), en unión

con un co}mplejo proteicoformadoporcinco proteínas(co>no>cidoc>mo CD3)

y con o>trt>s antídNeno)sde membranacorno el C04. que reconocela molécula

dle la claseII. Dentro)del recepto>rexisteunazonasimilar a la zo)navariablede

las inmuno>globulinas, con capacidadí para reco>no>cer especificamenteal

antígeno (fig 1.1). Una vez producidía la unión y con intervención de la

interleucina1, seproducela activacióny la pro)liferación de clonesde células
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T específicospara ese antígeno. Estas célulasT activadasreconocerán,a

travésdel mismo receptor,al antígenofragmentadoy expuestoen asociación

con la m(>lécula de la claseII, sobre la superficiedel linfocito B. Tras esta

unión se producela estimulación,y la célula B prolifera y se transformaen

célula plasmáticasecretora.Si la célula T no> estuvieraactivada,la unión a

travésde esteniecanismoinduciríasu activación,actuando>por tantola célula

B c(>mo célulapresentadoradeantígeno.

El mecanismo)por el que el linfocito B expo~ne st>bre su superficie al

antígeno,difiere corn el que flevan a cabo otras células presentadoras.La

diferencia principal está en la captacióndel antígeno) po>r ambos ti[)(>s de

células. Así, mientras que la célula presentadorafagocita al antígenode

manera inespecífica,el linfo>cito B se une al mismo de maneraespecífica

mediantelas inrnun(>globuhnasdIc membrana.‘Iras la unión, el antígenoes

internalizadotnedliantepi no>citosísparaserprocesadio.Análogamenteco)n las

célulaspresentadloras,el antígeno)esfragmentadoy los péptido>smodificadlo>s,

medianteun procesodesconocidio,paradotarlesde capacidadíde unión con la

moléculade tipo II díel MHC. Tambiénseha descritoque el antígenopuede

ser internalizado> por el linfocito B mediante endosmo>sís si las

c(>ncentracionesdeéstesonelevadasen su entortio(Vitettacf al 1989).

Según se expuso>anteriormente,para que el cambio> de clase a ¡gE se

produzca, el linfocito necesitala presencia de interleucina 4, la cual es

secretadapor el Iinfocitt> T co>laboradlorcon el cíne se unió y también por

algunosmonocitosy nlastocIto)s.

Se ha determinado,mediantecultivos de linfocitos in vitro que el periodo

die tiempo trariscurridlo) desde el contacto> tísico hasta obtenerse tina
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producción óptima de IgE es de 10 días, teniendo que permanecer[a

interleucina4 en el medio al menos6 días. Este resultadopermiteespecular

que una célula T estimularíaal linfocito B y otrascélulaslejanasal lugar de

c<>ntacto, tatnbién podrían inducir el cambio de clase a través de la IL-4

(Heusser.1990).

Otro descubrimientoimportanteesque, al menosen ratón,, el linfocito T

es incapazdeproducir IL—4 si no existe tin co)ntacto>previo) con la LL—2 y con la

propia11-4 aportadaporotro tipo dic células(Romagnani,1991).

¡.1.2.2 Mecanismosde síntesisindependientesde las célulasT

Resultadosexperimentaleshan puestode manifiesto> que los mastocitos,

activados a travésdel recepto)rdic Igl?, so>n capacesdie liberar las mismas

interleucinasqtíe pro>ducenlas célulasT co)laho>rad(>raspara la producci~nde

IgE. induciendlode nuevola formacióndeestetipo de ínmunoglobulína.Esta

vía de síntesis representaun círculo vicioso> en el mantenimientode la

respuestaalérgica. Por otra parte,se ha o>bservadoque las célulasde bazo>

No-B-No-T (NBNT) soin pro>ductoras de IL-4 co>ntribuyendo al mismo>

proceso.Tambiénpodríanestarimplicadasen la estimulacióndel linfocito> T

nativo) paraconvertirloen linfocito T pro>dluctorde IL—4 (Ben—Sasson,199<))

la secrecióndic IgE por las células B puedentambiénser indiucidas po>r

monocíto>s en presenciadIc IL—4 e hídirocortisona.Este tipo> de inducción

í>arecedltlC requiere un contacto>físico entre las células implicadías,~CfO)po>r

el mo>mento)sedlesco>noceel proceso~(Sarfatiu al 1989).
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1.1.3 Regulaciónde la síntesisde ¡gE

1.1.3.1 Regulaciónporantagonistasde la IL-4

Se ha descritoque IFN7, INF~, TOE y POE2 son las sustanciasque

antagonizanla acción de la IL-4, siendoresponsablesde la inhibición de la

síntesis de IgE inducida por esta interleucina (Pene, 1988). En esta

modulación tambiénse regula la expresióndel receptorFcuR2, al cual se le

atribuyeun papel reguladorde lo>s nivelesde IgE (Delespesse,1989 b).

Recientesdescubrimientosen el modelo>murino, atribuyen la secreciónde

las diferentescito>cinasreguladorasde la IgE a diferentestipos de célulasT

co>labo>rado>ras. En estos modelos se define como célula Th1 aquellas

pro>ducto>rasde IL—2 y/o) ¡NF-y y co>mo) céltila ]1i2 a aquellasque producen

IL-4, IL-5 e IL-6. La proporciónde Th 1 frente a Th2 se interpretaco>íno el

mecanismo)reguladordic la síntesisde [a [gE. Pareceserque un mecanismo

regulador equivalenteexistiría también en humanos.Ultimamente se ha

descrito>la existenciade un tercer tipo de célulaT colaboradora,a la cual se

ha llamadlt> Th0. En estapoblacióndic célulasT la secreciónde interleucínas

estaríasc>lapadacon las otras dos poblaciones,produciendio IL—4 e ¡FN

(Killar, 1987;Romagnani,1990ay 199 la).

1.1.3.2 Regulaciónpo>r autoanticuerpos

Recientementese ha díescrito la existenciade auto-anticuerpo>sdlirigidos

co>ntrala ¡gE, q oc regularíati los nivelesdc este ti ~O dIc ¡ n munogío>buli na enel

indlividu O.
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En estemodelosepropo)neque la respuestaprimariadel sistemainmunea

la presenciadel alergeno>estaríacontro>ladapor el repertoriode célulasT sin

diferenciassignificativas entre lc>s individuos atópicosy los no atópicos.La

l)ro)duccion de IgE y de otro)s iM)tipos, induciría la producción de

autoanticclerposanti—idiotipo, iniciando> unarespuestaautoinmunereguladora

de los nivelesde inrnunoglo>bulinasintetizada.Se handescritodiferentestipos

de autoanticuerpos,unosconsideradloscorno> anafilactogénicosprovocaríanel

entrecruzamIento)dIc las IgEs y co)i1ducíríana la liberación de mediadores

inflamatorios, otros regularíanlt>s niveles dic IgL por dliverso>s mecanismos

(Stadller. 1991).

1.1.3.3 Regulaciónpo>r factoresde unión a la IgE

lshizaka cf al (1983), han descrito) la existencia en el ratón de un

mecanismode regulaciónen el que un grupo de célulasT (aquellas con

marcadorescíe superficie W3/25). liberan dos tipt>s de factoressolublesco>n

capacidadde unión a la IgL. Unos de ellos activarían la síntesisy otros la

inhibirían. Aunque se han realizado)muchosestudiosso>bre estemecanismo

no seha encontradoen el hombreningúnprocesoequivalente.

1.1.3.4 Regulacióna travésdel receptordebajaafinidadFcuR2

El receptorde bajaafinidad (FqR2) existecomo do>s formas mo>leculares

diferentes las cuales difieren en su porción citoplasmática: el Fc~R2a,

expuestosombre 10)5 linfocitos B y el FcrR2b sobre ínonocitos, macrófagos,

plac~u etaseo)5i nófí los así co)mo so )bre It s Ii nfocito>sB.
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El receptorFc~R2ase presentasobrela superficiecelularde los linfocitos

B desempeñando>un papelreguladorde la síntesisde IgE. Estereceptorso>lo

seexponesobrelinfocitos B maduros,no diferenciadosa célulasplasmúticas,

que expresenlgM o lgD sobre su superficie. En estas circunstanciasel

receptor posee capacidad para captar co>mplejos inmunes de IgE,

produciéndoseun entrecruzamientode los recepto>resque pareceimpedir la

activación y diferenciaciónde esascélulas y por lo> tanto> la síntesisde ¡gE.

(Safartiy Delespesse,1988;Delespessecf aL 1980) c; Mac I)onald, 1991)

Ademásde la multifuncio>nalidaddel receptorde baja afinidad sobre las

membranascelulares,el Fc~R2 puedeser separado>de éstasmedianteun

pro>ceso enziniático,convirtiéndlo)seen una pro>teínaso>luble con una función

de indlucci~n dIc síntesisdie ¡gE opuestapor tantt) a su función so>bre la

membrana. Cuando la ¡gE se encuentraaumentadase une al recel)to>r

impidiendo la acción elizimáticay co>nsecLientenlentese inhibe la indtícción

de la síntesis(Delespesse,1989 b; Romagnani~‘ Ricci 1990).

Aunqueen un principio) setrató de asociarlos factoressolublesdescritos

po>r Isbizakacf al (1983) con el receptor de baja afinidad, se ha podido>

comprobarquesonmo)léculasdiferentes(Ishizaka 1989).

1.1.4 Procesosalteradosen las enfermedadesalérgicas

Paralelamentea los estudiosde lo>s mecanismosreguladoresde la síntesis

de ¡gE, se han estudiado>las po>sibles alteracionesque se producenen ellos

dando)lugar a la apariciónde los niveleselevados(le estainmuno>globulinaen

los individuos alérgicos.Al igual que en lt>s niecanísmo>sreguladores,los

co>nocimientosactualesson todavía íncornpletosy s0)1o) se puedendescribir

co>nclusio>nese hipótesisderivadasde resultadosexperimentalesaislados.Las
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evidencias sugieren que las alteracionespueden ser múltiples~, que se

prt>ducena diferentesnivelesdel procesode la síntesisde ¡gE. quetienenuna

basegenéticay que varias aso>ciaciornesentre ellas darán lugar al fenotipo>

alérgico).

A continuacionse describenlas principalesalteracto>nespropuestascomo

responsablesdic la alergia.

1.1.4.1 Alteracionesa nivel de la presentaciondic antígeno>

inicialmente se ha tratadio) dic asociar la respuestaanómala co)ntra los

alergeno)s,cnn la existenciacíe algunacaracterísticaquímica común a todos

ellos que permitiera tin reco)no)cimientt> una presentaciónselectiva del
y

antígeno.A pesar de los análisis molecularesrealizados.no se ha p(>didlo)

demostrarhastaaho)racine estaasociaciónquímica exista~ ~Siriembargo),hay

evidencias que sugieren cíue en os individuos alérgicos, las células

presentado>rasde antígenopo>seenunaspeculiaresmoléculasde la claseII, las

cualesseuniríanpreferencíalmentea determinadospéptidosde las moléculas

alergénicas(Marsh, 1982). De estaforma estospéptidosson expuesto)ssobre

ías células dendrítícasen mayor proporcion que el resto cíe los péptidos

procesadosy s.>n reco)no>cido)smás fácilmentepor el receptorespecífico)de las

célulasT, favoreciéndosela aparicióndic unos nivelesalto)s dic ¡gE específica

contra ello)s. En estesentidio) sehan diescritoasociacionessignificativasentre

tipos particcilaresdIc HLA y respuestasinmunesespecíficascontradiferentes

alergenosaltamentepurificados. Así, los pacientescon FILA DR2/DW2

respoildiencontrato)dt>s lo>s homólogosdel antígenoambrosíaV (Marsha al,

1989) y los DR3/DW3tienenuna respcíestapreferentecontral>olium p 1, II y

III (Ansaricf ¿4 1989 a). Estudiosmásso)fisticado>saso>cianla respuestaco>ntra
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los alergenosdel lolium plil a la presenciade tina secuenciade aminoácidos

(g]y-tyr-ser-thr-ser),co>no>cidaco>mo> EYSTS,en la primeraregiónpolimórfica

de las cadenaspolipeptídicasDR~3I del DR3, DRS y DRWÓ (Ansaricfal 1989

b). Estos resultadossugierenque al igual que la secuenciaEYSTS es

importante en la presentacióndel antígeno> Lolium pU], otras secuencias

pO)dlríanestarimplicadasen la presentacióndeotrosepítopos.

1.1.4.2 Alteracio)nesa nivel de los linfocitos T

Seha descrito)quela hiperproducciónde ¡gE po>dríaestarrelacionadacon

un pro)gresivo) desarrollo> en favo>r de los clo)nes del tipo Th2, los cuales

pro>ducirían mueba IL-4 y muy poco o nada IFN~, favo>reciendo la

co>Iaboraci~nTh2—B y aumentando)po>r lo> tanto> la síntesisde ¡gE

Estateoríasebasaen las observacionesde [a composícionde las célulasT

de los infiltrados corijuntivalesde los pacientesco>n conjuntivitis vernal. Se

encontr~que tow]as ellas eran CD4 + y funcionalmenteeran secretorasde

IL-4 e IL-5 pero no> de IFN Romagnani(190)1 1>).

So>bre la basede lo>s co>no>cimientosactualesse ha asumidoque en lo>s

atópico>s las co)ndlicio>nes cíue favo>recen la expansión dle clo>nes TIC diebe

co>ntemplarse tanto> a nivel die las interacciones célula

presentadora-alergeno—célulaT como> a nivel de las cito)cinasque intervienen

en la madtíraciónde las célulasT, (115—4, !FN, 1151 —0/CSIFy otras)

1.1.4.3 Alteracionesen la regulaciónmedianteatítoanticuerpos

Según el mo>delo de regulación de la síntesis de ¡gE mediante

atito)anticuerpos,en bis individuosatópícossehabríaperdidola capacidadde
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sintetizar los auto>anticuerpo>s beneficiosos, sintetizando aquellos

anafilactogénico>sy permitiendoque un grupo(le células B secretorasde ¡gE

escapende esta regulación,y la inrnunoglobtíl¡na sea sintetizadaa niveles

elevadlossensibilizando)a lo>s masto>citosy basofilo>s.Un nuevo) contacto>conel

alergeno)en el indlividuo> atópicoagravaríala situación(Stadler,1991).

1.1.4.4 Alteracio>nesen el recepto)rdebajaafinidad

Se ha díescrito> d~ue lo>s pacientesalérgicos expresanen exceso.so>bre las

célulasB y sobrelo)s monowitos,el receptorde bajaafinidíad de tipo) Fc~R2b.

Tambiénseencuentraelevadoy en relacióndlirecta con bis nivelesde ¡gE el

receptor en forma soluble. De acuerdocon lo anterionmenteexpuesto>,en

estascircunstanciassefavorecela síntesisde ¡gE. Por otraparte.el aumento>

de expresióndel recepto>res reflejo) de un desequilibrio)en la producciónde

115-4 e IEN (Delespesse,1989b).

1.1.5 Célulaset’ectorasen las reaccionesalérgicas

La IgL liberadapor la célulaplasmáticatiene capacidaiparaunirse a los

recel)to)resdic membranade alta y bajaafinidad expuestossobrelos diferentes

tipos de célulasefectoras,iniciándoseuna cascadíadic sucesosque conducena

las manifestacionesclínicasdic la alergia. Los receptoresde alta afinidad se

ericcientran expuestos sobre la superficie de la membrana celular de

mastocítosy basófilo>s, y los de baja afinidíadí so>bre monocitos,macrófagos,

pl adítietasy eo>sinóli1 o>s, así comoso bre 1o)s Ii nfocito>s B.
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1.1.5.1 Masto>citosy basófilos

Los síntomas clínicos en los procesosalérgicos e inflamatorios son

inducidospor potentesmediadoresquímicos liberados,en su gran mayoría,

por los masto)cito)s y los basófilos. Ambos tipo)s de células presentan

numerosascaracterísticasmo>rfo>l~gicasy funcio>nalesencomun.

Cuando> una IgL se une a un receptor de alta afinidad (Fc~R1) del

mastocito o del hasófilo, se dice que estas células se encuentran

sensibilizadas.Si en estasco)ndIcJo)nesse les exponea la presencia(le un

antígenomultivalente,sepro>ducela unión de dosIgEs a travésdel antígeno)y

se entrecruzanlo>s receptoresde membrana(¡shizaka, 1977; Segal, 1977;

Ishizaka, 1984). Como> consecuenciadel entrecruzamientose producenuna

seriede transformacionesbioquímicasy ultraestructuralesde las membranas

celulares(Ishizaka,1979, 1980, 1981, 1982. 1984; Lichensteiny Margolis ¡968;

Winslow y Austen, 1984) que favo>recensu fusión con las membranasde los

gránulo>scito>plasmáticos,liberando al exterio)r lo>s mediadoresquímicos que

contienen (Ho) y Orange, 1978; Kennerly u al. 1979). Dentro> de éstos se

incluyen histamina.pro>teasas,pro>teo>glicano)sy factoresquimiotacticos.Tras

el estímulo)antigénicotambiénsepro)dtice la activaciónde diversasenzimasy

se liberan prodlucto)smetabólicosresultantesde la acción de éstassobre los

Lípidos de la membranacelulara travésde la ruta del ácidoaraquidónico.Si

este acido) es metabolizado> a través de una cicloxígenasase liberarán

pro>staglandiinasy tro>mboxano>A2, mientrasqt¡e si se realiza a travésde tina

lipo>xigenasa se liberarán leueotrieno>s. Estos pro>ceso>s se co)nocen co>mo

degranulaciónanafilácticao> exocitosis,y puedíenser tambiéninducidos por

una gran variedao.l de agentesno> específicoslnmLino>logicamentetalescomo)
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fragmento>sdel co)mplemento),neuro)péptidos,neuro>transmiso>res,cito>kinas,

lectinas,etc..(Adelman,1991).

A pesarde las similitudes,existendiferenciasclarasentreel mastocitoy el

basófiloa nivel mo>rfodógico>.funcio>nal e incluso>en los prodiuctosliberados.

Respecto>a su origen biologico, ambo)s tipo)s de células se originan en la

médlula ósea, pero mientras que 10)5 basófilos maduran en ella pasando>

posterIo)rmenteal sistemacirculatorio>, lo)s masto>cito>5maduranen el tejido
co)njuntivo) y en las cavidiadesserosas,dondepermanecenuna vez madurojs.

Mediante microsco>pia electrónica se han podido detectar diferencias

morfológicasentreestos (10>5 tipos (le células, no detectablesa nivel óptico>.

Estasdliferenciasafectana tamaño,forma, aspecto>y dispo>sicióndiel núcleo>y

co)ntenido) granular. Por o)tra parte, se ha descrito> una variabilidad

mo)rfo)lo)gica de lo>s mastocitosdependientedel micro)ento>rno)en el que se

lo>calice, propie(ladque no poseenlos basófilos.Con respectoa liberaciónde

mediadores, las dliferencias s>n cuantitativas a excepción de las

prostanglandinas2, que no so>n sintetizadaspo>r los basófilos(Cleich, 1991).

1.1.5.2 Eo)sinófilo>s

Estascélulasse encuentranen proyorcíonesmuy aumentadasdurantelos

pro)cesoisalérgico>s,en las zo>nas(le co>ntactoco>n el antígeno>.Esto> es debido>,

entreotrascausas,a que(lurantela hiperproducciónde ¡gE seliberan ¡LS en

altas proporcionespo>r el linfo>cito Th2, estimulandola diferenciación(le

<¿t>sin~filo>sy atrayéndlo>lesal lugar de la reaccio>n.Tambiénson atraídospor

dliverso>sfacto)resquimi(>táctico)sliberadlo)spo>r lo>s mast(>citosy los basófilos.
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Su papel efeeto>rco>nsisteen liberar, tras su estimulación,el contenido>de

sus gránulos, dlestinado>s a destruir dianas grandes no fagocitables (los

parásitospor ejemplo)). Estas sustanciasliberadascontienenproteínasque

inactivan la histamina y otras sustanciasliberadas por los mastocitosy

basófilos, por lo que se le ha asignado un papel amortiguado>r de la

inflamación. Se ha demostrado>recientementeque el eosinófilo también

libera una proteína (proteínabásicaprincipal), la cual dañaclaramenteel

epitelio> pulmo>nar,por lo que la función efectorade esta célula representa

parael individuo) alérgico>un daño>másque un beneficio> (Gleich, 1991).

1.1.5.3 Otrascélulasefecto>ras

El receptor de baja afinidad expresadosobre mono>citos.macrófago>sy

plaquetas se encuentra implicado> en los mecanismosde cito>toxicidad

mediado>spor ¡gE, en la liberación de mediadoresy en la fagocito>sis de

partículasunidas a ¡gE. También es capazde unir co>mpLejos ¡gE-alergeno

sobrealgunasde estascélulas siendio despuésinternalizadoel co>mplejo y el

alergeno>procesadoparaserpresentadoa la célula T. Estetnecanismoespor

lo tanto selectivoparala presentacióndel alergenoy puederepresentaruna

potenciaciónde la respuestade ¡gE específicapara ese antígeno(Ballow,

1991).

¡.1.6 Los alergenos

Se conoceco)n el nombre de alergenosa aquellassustanciasantigénicas

capacesde inducir la síntesismantenidade ¡gE y deunirseaella provocando>

una reacciónalérgica.Resultadosexperimentaleshan puestode manifiesto

quetodaslas sustanciasantigénicasparaun individuo puedenpotencialmente
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pro>vo>car una respuestade IgE si se exponenal sistemainmune de forma

apropiada.Se ha comprobadoque so>n factoresdeterminantesparaque esto

se pro>duzca las característicasgenéticasdel individuo, bajas dosis de

expo>siciónal antígenoy la rutade entradaenel organismo(Marshcf al, 1972;

Levine cf al, 1973; Marsh, 1975).

Las sustanciasidentificadasco>mo) alergeno>sprocedende muy diversas

fuentes tales co>mo) hongos, polenes, ácaro>s. alímento>s, insectos,epitelios,

heces. veneno>s, bacterias, invertebrado>s marinos etc.. y representanun

pequeño>po)rcentajedíel to>tal de sus co>mponentes(Baldío>y Donovan,1988).

Ante la gran variedad dle nio>léculas alergénícasque extsten en la

naturaleza,surgela necesidiadde co)no>cer sus característicasfisicoquímicas,

para analizar sí existen característicasconiunes a todias ellas que sean

responsablesde la apariciónde la enfermedad.Uno de los objetivosactuales

es la iclentificaci~n de la parte de la mo>lécula implicada en la reacción

(determinante alergénico), hecho> que permitirá saber si existen

díeterminantesalergénico)scomunesa vario>s alergeno>sdie distintasfuentes,si

so>lo) so>I1 co)munesentre lo>s alergeno)sde una misma fuente,si cadaalergeno

poseesuspropiosdleterminantesy si la porciónmoleculardel alergenoesa su

vez un determinanteantigénico.Así mismo> permitirá conocer la forma en

que la mo)Lécula interacciorna con el sistema inmune, abriendo nuevas

po>sibilidadesen la terapiade la enfermedad.Todo>sesto>sestudiosrequieren

que lo)s alergenois sean previamente purificados y bioquimicamente

caracterizados.

Hasta el momento> se ban aislado> y caracterizadoalgunos alergenos,

aunquetodavía so>n insuficientes.La recopilacióncíe datosexperimentalesy
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revisionesde diferentesautores,(King, 1976: Marsli, 1975; Marshetal, 1987;

Lowenstein H., 1983; Baldo> y Donovan. 1988; Baer cf al, 1988) permite

afirmar que los alergeno>sson en su gran mayo)ríapro)teinas,algunasde ellas

glicosiladas,com pesosmolecularescomprendidlosentre 5 y 70 kDa, con una

mayor proporciom de aquellascon masamolar entre 20 y 45 kDa. Esta

característicafísica de los alergeno>sestáde acuerdo>co>n el hecho>de que las

mucosasposeenuna permeabilidadrestringidapara las mo>léculasde gran

tamaño.

Con respectoa su carga, la mayor parte de ellos poseenun punto

iso>eléctricoácido(entre3 y 6) o básico(entre 8 y 11), existiendotan so)lo un

pequeño) po)rcentaje neutro>. Muchos alergenos po>seen características

fisicoquímicase inmunológicasidénticasdifiriendo solamenteen su punto>

isoeléctrico.Estasdiferenciaspuedendeberseal grado) dIc glicosilación que

po>sean, aunque también se ha descrito que las diferencias entre esto>s

alergenospuede residir en el grado de amidacióno bien ser diferentes

variantesgenéticas.Al conjunto de alergenosestructuralmenterelacionados

se íes deno>mina is>alergenos(Jo>hnssony Marsh, 1965). También se han

estudiado> las funciones bio>lógicas de alguno>s alergenospurificados para

detectarsi éstas“uardabanrelación con la alergenicidadde las mo>léculasb

perose han enco)ntradoque poseenmuy diversasfunciones,muchosde ellois

poseen actividad enzimática (fosfolipasas, esterasas,amilasas, proteasas,

celulasa...etc)otros son proteínastranspontado>ras,cítocromosetc (Hubscher

y Pisen, 1972; Stewartcfal, 1990).

Con el fin de establecerde entre todo>s los alergeno>saquello>sde mayor

interés se ha definido co)mo alergeno mayo)ritario> a toda sustanciaque al

menosel 5(1% de los pacientessensiblesal extractoen el que seencuentran,
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poseenIgL específicacontraél, reaccio>nandlopositivamentesi seproduceel

contacto>(Lowenstein,1978; Weeke,1973>.

1.1.6. 1 No>menclaturade los alergenois

Durante los últimos 20 años se han ido purificando> y caracterizando

bio>químicamente alergeno>s de muy diferentes fuentes, recibiendo>

dleno.)mlnaclo)nesmuy variadaslo) cual ha creado>un cierto) confu.sionismotCon

objeto (le clarificar estasituación la Unión Internacionalde Sociedadesde

lnmuno1l(>gia (lUIS) ha creadoun subcomitéparadesarro>llarun sistemade

nomenclatura(Marshcf al, 1986; Marsh u al, 1987). Se pro>ponedíesignara

los alCrgdtlIO)5 po>r las tres primeras letras del genero (le la fuente de

pro>cedenciadel alergeno),seguido(le la l)rimera letra die la especiey (le un

numero) romano) que indica el o>rdlen en el tiempo de purificación del

alergeno.>. En el caso> de denominar a un alergeno> no> purificado, pero

bíoquín¡ícaínentccaracterizado,la denominaciónesla misma, a excepcióndel

Iltirnero) de orden. Dicha numeraciónse refiere a su movilidad anódica,si la

caracter¡zac¡óíise hizo) rnedliante inmunoelectroforesiscruzada,empezando>

por el alergenode mayor mo>vilidad. Si la identificación se hizo> mediante

SDS-PAGFo isoelectroenfoque,la nonnenciaturaes igual pero> cambiando)el

ni.imero> de o)rdeno mo)vilidlad porel PI y/o) el PM (en kilo>dlaltons) de la banda

(¡3d).

¡.2 EL GRANO DE POLEN: ASPECTOSBOTÁNICOS

En los ciclos ontogénicosde los animalesy de algunasalgas, las únicas

célulashaploidíesson los gameto>s;sin embargo,la gran mayoríade las plantas

poseenun ciclo> devida basadio>en tina alternanciade unafasehaploidey d>tra
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diploide. El individuo diploide (esporofito) no> forma gameto>ssino espo>ras,

las cuales soni células con dotación haplo>ide pero sin capacidad de

fertilización. Estas células se dividen mitóticamentedando) lugar a una

estructurahaploide(el gametofito)en la cualseproduciráel gameto.

El gameto>fitoy el esporofitopuedenserdos entidadesindependienteso>

puedenestarunidosen un mismo) individuo (gametofitosobreespo)ro)fito o

viceversa).En las plantasmásprimitivas, como lo>s musgo>s,el gametofitoes

una estructuraperennecompuestapor miles de células, mientras que el

esporofito es una estructura temporal fowmada por so>lo unos ciento)s de

célulaslas cualesviven y senutrendel ganieto>fito.A medidaque seasciende

en la escalaevo)lutiva, el gametofitodisminuye en tamañoy en número de

células, mientrasque el esporo>fitoaumentaen tamaño) y en complejidad

anatómica.

El grano> de po>len es el gametofito masculino> de lo>s esperniatoifitos

(angiospermasy gimno>spermas),representando>po>r tanto) la generación

asexual(le estetipo> (le plantas.La naturalezadel granodel polenesla de una

microsporaque ha perdlido su capacidíadíde germinar po>r sí sola para dar

lugara la formacióndeuna plantaaut~no)ma.

1.2.1 Morfologíadel polende lasangiospermas

El polen de las angiospermasestá formado por tres capas principales

co)ncéntricas.

La capacentral: formadapor la célula vegetativaco>n un citoplasmasin

significaciónespecial.Esta célula esen principio> unicelulary haploide, po>r

haber sufrido> tina división reducional. Poco despuéssufre una división

nuclear, sin membranasdivisorias, que dará lugar a la aparición de dos
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núcleosdiferentes:el núcleo> vegetativo)y el generativo.Depe]ndiendode la

especiea la que pertenezca,éste último) puedeenco)ntrarsedividido en dos

(núcleo>sespermático>s)antesde serliberadoa la atmósfera,o bien dividlirse

po)sterio)rmentedlurantela emisión díel tubo) polínico).

La capa media: es la intina, que eíwuelve a la célula polmica en su

totalidad, de una maneraaparentementeuniforme. Su co)mposicionquímica

es co>ntusaya que aunqueestotalmenteaceptadasu composicióncelulósica,

hay dliscrepanciasen cuanto)al po>rcentaje(Sittle, 1960; Bro>oksy Shaw, 1968).

También se han descrito) co>nio co>mpo>nentesde la intina determinadas

sustanciaspéctícas,calo>sa. polisacáridosy proteínasalgunas dIC ellas co>n

funcion enzímática (Knox y Hesh)p—Harrison, 1969). Existe una zo>na

engrosadapor encimajusto) de la intina que pareceteneruna compo>sición

química diferente, enriquecida en sustancias pécticas, deno>minada

Zwischenk¿irper(Fritzsche. 1837), cuya función está relacionadia co>n el

desarro)llo) del tubo> 1)0)11nico>.

l.Á¡ capa externa: es la exina formada por una sustancia llamada

esporo)polenina.la cual es extremadíamenteresistente. Bioquimicamente

Brooks y Shaw(1968) establecenque estasustanciaseforma medianteuna

polimerizacióno)xidativadic carotenosy esteresde caro>teno>s.

En una exína típica es posible diferenciardlo)s capas(Eritzsche, 1837), la

capa interna que se le deno>mina enolexina y la externa o ectexina. La

separaciónentreuna y o>tra se establecepo>r sus diferentescapacidadesde

tinción y resistenciaa la acciónquímica, siendopor el momento)descono)cída

la naturalezabioquímicade talesdliferencias.
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Morfológicamentela endexinatiene una estructurahomogénea,excepto>

en las zomas de las aperturaspo>línicas. La ectexinapor el contrario> está

compuesta por pequeños elementos en forma de barras, radialmente

distribuidas. El dlesarr(>llo y la distribución de éstas es la base (le la

variabilidadmo)rfol~gicade la exina(Walker, 1976).

La ectexinaí)o>dríacontemplarsecomounaestructuraformadaa su vez po>r

tres capas:la capaexternadenominadatectum,la capamedia,conocidacomo

co>lumnelaO) báccílay la capainternao> capabasalque se le llama “foot layer”.

Geométricamenteel tectum y la capabasalpLieden ser co)nsideradasco)mo)

fusionesde las partesdistaleso proximalesde la columnelarespectivamente.

Deacuerdo>con Potonié(1934) hay que dlistinguir entreestructura(textura)y

escultura de la exina. El término estructuracomprendie todos aquellos

caracteresoíue son debidosa la forma y disposiciónde los elementosde la

extna, mientras que el término) escultura co)mprendle las características

externas sin referencia a su construcción interna. Estas características

morfológicasde las exinasayudana la identificaciónde la especiea la que

perteneceun grano> de polen. En la figura 1.2 están representadoslos

principalestipos deestructurasy esculturasde los diversospólenes.

1.2.1.1 Aperturas

La mayo>ríade los pólenespresentansobresu superficieexternazo>nas en

las quela paredsedebilita, a fin de llevar a cabofuncio>nesprobablementede

intercambio> de sustanciascon el exterior, acomodacio>ndel volumen del

polen o> zona ole emisión del tubo> po)línico> (Faegri e ¡versen, 1989).

Colectivamente se les deno>mina aperturas, pero de acuerdo> con su
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Figura 1.2

Principales tipos de estructuras <izquierda) y de esculturas(derecha) de los diversos pólenes.

‘4
tC’UM sour.o.1

SIRUaTURE

SgMl !,~l rrCit.j .~.jCjtfr.:
4,

e

díq¡ t.i4S~

E)

“=~ A
E

U

F§§ULPTURINGJ

tcu!M rT$.~OkMI)h

‘Ji

A 8

• .0
• e

e ¿upr~ ietfcWate

*4~4t

• ..••
* 4*4

Lck.,,íatt.

1<

‘1,,,’? ¼~íi.~f’> Gemm, ce

N X’ <u
E

FI\VTERNS. LA

CAP: lIMO.: 27



INTRODUCC¡ON

morfología recibenel nombre de: porois, si so>n formacio)nesmás o meno>s

circulares,incluso> elípticas o) coipos si son hendiduras.A veceses difícil

diferenciarentreun poroelíptico o un coIpo existiendoformasposiblemente

de transiciónentreuno y otro ya que filo>genéticanienteel po>ropareceserun

co>lpo evo>lii cio>nado>.

Las aperturasseproducentanto>a nivel de la ectexinacomo>de la endexina

aunquecon diferentesgrados.En alguno)spólenesla aperturade la ecte>na

coincideco>n la de la endiexinaperoen o>trosno>.

Hay pólenesen los que algunoselemento>sde la exina quedanaisladosen

la región de la apertura como rodeadosde una fina membrana.A tal

estructurase le denominaopérculo>. En el poro se presentacomo un disco>

central, mientras que en el co)lpo> fo>rma tina franja en el centro) de la

hendidura.Los extremosde la exinaen las aperturaspuedeenco>ntrarsecomo

el resto>de la exina o> presentaruno>s bordes.Eíi pólenesintectado>slos bordes

se observancomoun cambio> de tamaño)o de densidad,mientrasque en el

tectado>y semitectadolos bordesde las aperturasson frecuentementemás

finos o> másgrueso>squeel restode la exina.El bordede la ectexinaquerodea

al se que rodea al coipo margo. Unporo le denomina anulus y al

engrosamiento>de la endexinaacompañandoa la aperturase le denotuina

co)stal.

El número>y dispo>sición(le las aperturasvaria entreespeciessiendo>ambos

importantesparala identificaciónde la especiea la queperteneceel polen.

En la figura 1.3 se presentauna clasificaciónde los pólenesatendiendoa

las característicasde las aperturas<Faegrie Iversen,1964).
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Figura 1.3

Clasificación de los diferentes tipos de pólenes atendiendo a las

característicasde sus aperturas.
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1.2.2 Formación del grano de polen de las angiospermas

Los grano>s (le po>len de las angio)spermasse desarrollan en lo>s saco>s

polínicos de las anteras.

Una antera joven estáformada por una masade células meristemáticas

ro>deadaspor una epidermis.A medida que la anterase desarrolla,cuatro>

grupos de células arquesporiales, co>rrespondientes a los cuatro>

microsporangio>s,se van diferenciando> para dar lugar po>r un lado) a las

diferentescapasde la paredde la antera(epidermis,endotecio,capamediay

tapetum)y por otro lado a cuatro grupos de células precursorasde las

microspo>ras(célulasmadredel polen).

La meio>sisde las célulasmadredel polen inicia el proceso>de desarro>llo

del polen. Comsisteen dios divisiones quevan a dar lugara cuatro>micro>spo)ras

unidaspor tina paredde calosa.La to)rmaciónde la paredde cadauna de las

microspo)ras, puede llevarse a cabo> durante la división celular O)

inmediatamentedespués.Po>sterio>rmentela calosaque une a la tretadaes

disuelta por enzimas procedentesdel tapetum. Una vez liberadas las

microsporas,co)mienzana desarrollarsecreciendo>de tamañoy finalizando)la

fowmación de sus propias paredes.Sufren así mísím una división asimétrica

queva a dar lugar a la célulavegetativay a la célulagenerativa,quedando)la

última en el interior de la primera. En la mayor partede lo>s pólenesde las

angiospermasla célula generativasufre una nuevadivisión mitótica dando

lugar a la formación cíe dos gameto>snlasctIlino)s antesde que el polen sea

liberado. Los nutrientesque las células necesitanpara estos procesos lo

toman de un fluido que llena el saco) po)línico), de origen tapetal. Este

desarrollocontinuahastapoco> antesdesuliberación.
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Paralelamenteal desarrollodel granodel polen, las paredesde la antera,

principalmenteel tapetum,van sufriendouna seriede transformacionesque

facilitan el apo>rte de sustanciasnecesariaspara la formación del grano de

polen y preparana la anteraparasudesecación,hecho>quepermitiráque éste

sealiberado> a la atmósfera.

¡.2.3 Polinización

Paraque un grano> dic p>len alcancesu estigmanecesitaser transpo>rtado

desdiela anteraen la queseformó hastael órgano>femenino,recorriendouna

cierta distancia más O) meno>s larga. Este fenótneno es co>no>cido> colmo)

polinízacío>n. El vector de transpowtepuedeser abiótico>, generalmenteel

viento), excepcioinalmentcel agua, o hiótico predo>minantementeinsecto>s,

aunque también pueden transportarel polen o>tros animales, incluso> no>

voladores.

1.2.4 Germinacióndel grano de polen

La germinaciónes el sucesornorfogenéticomás crítico> paraque el polen

ultime su función: liberarel gametomasculino> en el sacoembrionario,.Para

que este pro)ceso> se lleve acabo con éxito> se requieren unas condiciones

determinadas.Así, se necesitaque el grano> de í)o>len se hidrate de manera

adíecuadía (Heslo>p—Harriso)n, 1979; Slíivanna cf al.. 1983; Bar—Shalom y

Mattson. 1977). que en el medio> existantina fuente (le carbohidratos(Tupy,

196(i). un nivel óptimo) de boro (Schmucker,1933) y de calcio (Brewbakery

Kwack, 1963). Para que el proceso> se finalice cnn éxito, también son

necesarias o>tras sustancias co>mo> hormo)nas, vitaminas y determinado>s

amlno)ácidloisqueson apo)rtadaspor el estigmade la planta(Shivannay John.
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1989). El pH del medio parecejugar un papel importanteen el proceso)de

germinación,habiendo>sedescrito> que el polen de algunasespecieslibera

sustanejascon capacidadtamponantepara asegurarel pH necesarioen el

medio (Shivanay John,1989).

La germinaciónespor tanto) resultado)dc la intercomunicaciónque existe

entreel poflen y suestigma.En función de las sustanciasintercambiadasporel

polen cmi el medio húmedo>, la célula vegetativa inicia O) detiene el

crecimiento> del tubo polínico. Cuandola hidrataciónse pro>duce fuera del

estigmaadecuado),el númerodeprocesosbiológicosquesesuceden,antesde

que se produzcael aborto de la germinación,varian apreciablementede

especiea especiey ademásesdependientede los nutrientesdel medio>enque

seencuentreel polen.

El intervalo> de tiempo) desdeque el polensehidratahastaque seinicia la

emisión del tubo polínico varia mucho entre los distintos pólenes,o>scilando

entreunospo>co>s minutosy muchashoras.Estaduraciónestárelacionadacon

la tasay el nivel dle dIesarrollomito>co)ndlrial. En lo>s pólenescon mitocondrias

másorganizadas(pólenestricelulares)esteperiodoescorto mientrasque en

aquello>sque estanpo)brementedesarrollao.lasse redluiereespaciosde tiempo)

másproilongados(pólenesbicelulares).

Durantela germinación,el aparato>de Golgi pasade un estadoquiescente

a otro activo> formador de vesículasy aparecenpolisomasy vacuolasen el

citoplasma(Larson, 1965;Cresticf al, 1977).

El tubo> po>línico emergea travésdel po>ro germinativo,en el cual no existe

la exinao> se encuentrarecubierto)por una fina capade ésta.La emergencia

del tubo) es generalmenteuna extensiónde la intina, la cual ha perdido su
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Una vez formadoel tubo polínico la célulagenerativa(o los dosnúcleos

espermáticos)y el núcleo>vegetativo>sedesplazana travésde él hastael ápice

del tubo> para que puedan ser liberados y alcanzar la o>vocelula. Este

movimientopareceprodueirsea travéscíe los microffilamentoscontráctilesdel

tubo, O incluso) alguno)sauto>res describenque el movimiento sepro>dluce a

travésdel establecimiento>de un campoeléctrico> (Weisenseely Jaffe. 1976).

Durante el proceso de emisión del tubo po)línico) el po>len continua su

intercambio) de sustanciasco>n el medio) en el que estágermiuiandot(figura

1.4)

1.3 LOS POLENESEN LOS PROCESOSALERG¡COS

Los pólenesque se encuentranen la atmósfera,principalmentelos de las

plantasanemógamas,son los respomsablesde la mayorparte de las alergia

estacionales.Este tipo) de alergiase caracterizapor la presenciade síntomas

bronquiales,ocularesy nasalesasociadosen algunos casos con malestar

general,pérdidadel apetito), irritabilidad y depresíen,durantedeterminados

periodosdel año.Al conjunto> de síntomasse les denominófiebre del heno>,

perodebidlo aqueentreellos no) sehan descrito)ctiadrosfebriles,actualmente

se les cono>cecomo> po>linosis (Falgiani, 199<)). Paraque un polen alergénico

induzca los síntomas se requiere que éste se encuentrenen el medio>

ambienteen co)ncentracio>nessuperio)resa 50 grano>spor metro> cúbico,siendo

los síntomasmás severosa concentracioneselevadas(Daviesy Smith, 1973).

La cantidad de po>Ien presenteen el medio ambientedependedel área

geográficay dIc sus característicasclimáticas(SO)loIm)n, 1984; D’Amato ct al.

1988; Subiza, l’)80). Las ¡)lantas cíe interés alergol~gico) so)n, por lo> tanto,
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diferentessegúnlos paisesy regio>nesde residenciade los enfermos.Dentro>

de las plantas alergénicashay que considerarque aquellas que posean

períodos dic polinizacion largo)s son las más dañinas,ya que pro)Iongan la

duraciónde los sính>mascon claro> perjuicio)parael paciente.

1.3.1 Plantas deinterés en alergia

No> es fácil determinarcuales so>n las plantas de interés alergológíco,

principalmenteporque los estudlíossobreestetemason todavíaincompletos,

y d1uedail po)siblementepor describirmuchasde ellas.Así históricamentese

han co)nsidleradlo)a los pólenesde las coníferasco>mo poco reactivos,pero> en

10)5 ultimo>s añosse han incrementadolas referenciasque implican a estos

polenes en los procesosalérgicos, principalmenteentre aquellos de las

y las taxocupresáceas diáceas(Yood al, 1975; Yasuedacf al, 1983; Bousquet

oit al, 1984; Bulcho)ltzct al, 1985 y Panzanioit al, 1986).

Considerandotan 50>1<) 10)5 poWenescíe plantasque causanpro)blemasa una

gran parte de la población mundial que estén bien caracterizados,lasy

antas de interés alergológico> pertenecen a las siguientes familias:

O ramineae. Compo>sítae. Chenopodiaceae,Amarantaceae, Urticaceae,

plantaginaceae,oleaceae. Betulaceae,Fabaceae,Moraceae, Ulmaceae y

Fag:¡ceae.

1.3.2 Los pólenesde las gramíneas

A escalamundial, las gramíneassonclaramentelas plantasaiergénicasmas

importantes.Esta familia estáfo>rrnada pow alrededorde 100(H) especieslas

cualescrecenabundantementepor todo> el mundo> excepto>en algunaszonas

desérticas.Por otra parte so>n cultivadas en grandes extensionesco>mo>
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céspedesde jardinesy parques,pastospara el ganado> y cerealespara la

alimentaciónhumana.De estaforma, la contribuciónde las gramíneasa la

corneentraciónde pólenesalergénicosambientaleses alta. Tambiénhay que

considerarque debido a su proximidad evolutiva, la mayor parte de los

alergenosdel polen de una gramínea poseen determinantesantigénicos

comunesa bis de las demásy que teniendo>en cuentaque entreellasexisten

diferentesperiodiosdle polinización, los síntomasde pohnosisdebidosa las

gramíneassemantienendurantevarios meses.

La clasificaciónde las gramíneasy el grado>de alergenicidadde suspólenes

semuestraen la tabla¡ (Falagiani,1990).

1.3.2.1 El po>lendel centeno>

De to>das las gramíneasmayo)ritariamentecultivadas,el centeno)es una de

las pocasque poseeunaauténticapo>linización a travésdel viento. Estehecho>

provoca, que durante la época de polínízacion se acumulen grandes

cantidades(le éste polen en las zo)nas proximas a los cultivo)s, induciendo)

síntomasagudo>sen las perso>nassensibilizadasque habitana susalrededores.

En otros cerealescomo> trigo>, cebadao> avenala polinizaciónesautógama.por

lo) que su cointribucion al desencadenamientocíe los sínto>masalergicos es

escasa.

Tradicionalmentese ha consideradoque el polen del centenocontiene

alergeno)sno presentesen otros pólenesde las gramíneas(Benjamins,1931),

por lo quedurantemuchosaños,en algunospaisescon grandesextensiones

de cultivo> de este cereal, se ha suplementadola inmunoterapíaco)ntra

gramíneascon extracto>s de polen de centeno. Estudio>s posterioreshan
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FAMILIA SUBFAMILIA GENERo ALERGENICIDAD

Poaeeae Festueoideae
(*44*> (*44*)

Er agrostui tICae
(4 *

Fanicoideae
(* 1

Arundinoideae( *

O)ryzoideae
(4)

Agropyron
AgrostIS
Alopercus
Anthoxa¡ahurr
A,¡rl leoatheuum
Avería
Bromus
Dad vhs
l~estuea
II OICUS
Iforilcuin

Phalaris
Phle.um
EMa
Seeaie
luí ieufl~
Bóní eloíua
OlvIlúdon
Li) ist chUs
Eragroslis
Aodrepagoa
Pasa1>alum
5aceartilo
5<íighUf)

Lea
Atondo
Pli ¿<gui Les
(‘eíI.aderia
O )ryva

TABLA 1.1

o;ranuneasalergénicasy grado de importanciaí en alergenícídad de sus pólenes:**** = las

mas alergénica, ~‘~‘ alergénica, ** = levemeí¡Oealergénica, * algo alergénica, sin

asterisco pocoalergénica o pocoestudiada

discutido> esta co}nsideración al no enco)ntrar, en la experimentación

nmunoquimica empleada,diferenciasentresusco>mpo>nentesy los (le pólenes

dIc otrasgramíneas(Rudlolphoit al. 10)78; Lo)wesnteincf al, 10)84).

*

*4

*

**

** *

**

*

*

** *

*

*

*

*
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Botánicamente,el po)len del centeno)ha sido muy estudiadopor su interés

en la produccióndeestecereal(HeslopHarrison,1979).

Describimosa continuaciónalgunascaracterísticasde los pólenesde las

gramíneas,resaltando>las distintivas del polen del centeno>, por ser éste la

basede estudiodel presentetrabajo>.En la figura 1.5 semuestrala imagendel

polende centenoobservadamediantemicrosco>píaelectrónicay se describen

susprincipalescaracterísticasfísicas.

1.3.2.2 Aspectosmo)rfo>lo)gicosy quirnico)s

a) La pared

Los pólenesde las gramíneasposeenuna pareden la quesediferenciauna

exinay una intina. La exinaes tectadacon una báculacorta. El espaciodel

lumen representaun 30% del volumen to)tal de la exína. La superficie del

tectum es ligeramenteesculturadacon un patrón granulado)en el que se

o>bservanunaspequeñasespínulas,no perforadas.Se puedendiferenciaruna

ectexinay una endíexinaambasperforadaspor numerososcanales.La única

apertura (le la exina es operculada o)bservándo)seen el o>pérculo) una

estructuraigual que la del resto> de la exina. La naturalezaquímica de esta

estructurasigue siendio en el momento>actual objeto> (le estudio> aunquelas

evidencias citoquimicas sugieren cíue está formada básicamente por

espo>ro)po>leninasco>n una homogeneidadentresus dos capas.Se ha descrito>

parala mayoríade las angiospermasque lo>s espaciO)5de la exinase llenan de

materialprOteicoprocedentedel tapetum,sin embargo>en las gramíneasestas

cavidadesaparecenvaciasdesdeel co>mienzo) de la formación de la intina.
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Figura 1.5

Imagen tomada mediante microst01)ía electrónica del polen de centeno. En el centro de la imagen se

observa, la única a[)erttlra de estepolen que es operculada y con una dimensión de 5 u de diámetro. Su
estructura es tectada, con un relieve supratectal gran nioso de gránulos muy densos,en disposiejon
rugulada, (listrjI)II ¡dos homogéneamente I)o~’ toda la sui)erticie. Es un polen l)rE:lado esferoidal con un eje

mayor ole 48 u.
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Tampoco>seha o>bservadola capalipídica de o>rigen tapetalque actuatapando

los micropo>ro>sde las exinasdeotrospólenes.

Inmecl¡atamentepor debajo>de la exina se ha observado>una capaque es

una prolongacióndel Zwischenkórper,denominadacapaZ la cual es solo

visible en las zo>naspróximasalas aperturas.

La intina, se presentaengrosadaen el polo aperturalde grano>. En esta

capase encuentraun sistemade canales radialmenteorientado>sque van

desdeel plasmalemade lacélulavegetativahaciala capaZ.

Los co>mpo>nentesquímicos mayo>ritario)s de la intina son polisacaridos

aunque se han detectado) en esta estructura componentes proteicos

procedentesdel citoplasmade la célulavegetativaquesehanido> depositando

duranteel pro>ceso>de formacióncíe la capa.Dentro> de estaspro)teinasse han

identificado algunasenzimascon actividadácido> fosfatasay esterasa(Knox y

I—Ieslop—Harrison,1970a; Knox, 1971; Heslop-Harrisoncf al, 1975) La mayor

concentraciónproteica se detectaen la zona apertural.Mediante estudios

inmuno)cito>químico>sse visto, en diversostipos de pólenesincluidos lo>s de

gramíneas,que estaspro)teínaspo>seenactividadalergénica(Kno>x cf al, 197(1;

Knox, 1971: Howlett cf al, 1979; Knox, 198<)).

b) La célulavegetativa

La membranacíe la célula vegetativadel po>len deshidratadono> poseeel

aspecto>de ningún plasmalema;los límitesdiel pro)toplastoestánmarcadospor

masaso>pacascon pro>piedadesde tinción de lo>s lípidos. Las envueltasde las

mitoco.ndriasy de lo>s arniloplasto>s no> quedanresueltasco>n claridad, ni se

distinguenlo>s perfilesdel retículoendoplásmico.Los mismosprocedimientos
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de tinción parael polenhidratado> ponende manifiesto)que las estructurasde

las membranasse encuentranreestablecidas.

Los amiloplastosson,con mucho,la estructuramayoritariadel polende las

gramíneas.En el po>len del centeno maduro se encuentran localizados

formando una gran masaen el po>h) o>puesto> a la aperturadejando>libre de

almidón unafranja situadajusto> debajo)de ésta.Ademásde los amiloplastos,

o)tro) coml)o)nentemuy abundanteen el cito>í)lasmadel polen del centenoes

una densa po)blacio)n de partículas esféricas más o menos uniformes

denominadaspartículasP. Estaspartículasposeencomponentesproteicos,y

se les consideracomo materialde partidaen la formacióndel libo polínico.

1.3.2.3 Deshidratación

13)5 grano>s de polen dIc las gramíneasexperimentanun proceso> de

desecación24-48 horasantesde que se produzcala antesis.En estafase el

aguaesliberadaa travésde los ruicroporosde la exinay de la intina, y a través

de la aperturade germinación.La lasade agualiberadadependedel grado) de

humedadcíe la anteray por lo> tanto> del grado> cíe humedadcíe la planta.Una

vez liberadoa la atmosferasufreunasegundadesecaciónmásrápiday severa.

La finalidad biológica de esta desecaciónes la disminución de la actividad

metabólicaduranteel periodocíe tiempo> que dura la po>linización cíe forma

que quede aseguradala viabilidad del po)len. Durante el proceso de

desecación,la membranade la célulavegetativapierde su estructuralamelar,

por lo) cíue sus propiedadesde permeabilidady de barrerao>smóticase ven

alteradas.Tras su hidratacióncíe forma co>ntrolada,las membranasrecuperan

S LI estruunra ¡ n icial así co mo> la capacídad para controlar el paso> cíe lo>s

sofluto>s (fig 1.6). En el caso> de que la deshidrataciónsea muy severasehace
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difícil la restauraciónde las característicasde las membranasperdiéndosela

capacidadgerminativa del polen. El grado de desecacióndebepor lo tanto

mantenerun equilibrio> de forma que sedisminuyael metabolismoy seevite

la modificaciónirreversiblede la estructurade membrana.

Las gramíneas,en general, retienenun contenidode agua relativamente

elevado> por lo> que sus periodosde viabilidad son muy cortos, tan solo de

ho>ras.

1.3.2.4 Germinacion

Segúnlo descrito>por Watanabe(1955),cuando)un po>len de una gramínea

se pone en co)ntacto co>n el medio> acuo>so del estigma,sufre las siguientes

fases: hidratación, expulsión, resorción y germinación. Los nutrientes

necesario)spara que estas fases se lleven a cabo) so>n sintetizado>s,en su

mayoría,duranteel perio>do de formacióndel polen en la anteraasícomo> al

momentode su liberaciónal medio ambiente.No se requierepor tanto una

gran actividad metabólica en el momento) de su realización. Este hecho>

permitequelo>s pólenesde lasgramíneasgerminena velocidadesmuyaltas,la

mayorparte de ellas en menosde 5 minutos, y que algunasde las fasesse

lleven a cabo> en cualquiermedio húmedo,siendo> tan solo el contacto>con el

agua el factor cíue desencadenael proceso. Se ha descrito>que el tiempo

necesario>paraque germineun po)len de centeno>.so)breel estigmaadecuado,

es tan solo> cíe ~fll segundo>s(Heslo>p—Harrison 10)82). De ellos emplea30

segundosen la fase de hidratación,recuperando>el plasmalemasu capacidad

osmotica It) segundo>s después.Se o>bservan modificacionessobre estos

tiemposcuandoel po>len seencuentraen otros estigmas.En estafaseel agua

penetraal interior del polen, hidratandolos coloidescitoplasmáticoshasta
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<A)

(B)

Es¡uemade la organización de los componentesde la membranade la célula
vegetativaen estadohidratado (A) y deshidratado (LI).

quela tensióncreadapor la entradade agua,escompensadacon la tensiónde

la pared.En estemo>mento>la concentraciónde solutos en el interio)r celular

síuuesiendlo) suj>eriora la del fluido) po>r lo> que la tendenciadel aguaesseguir
½

penetrando>.(Sornodebido> al prowesode desecaciónsufrido por el polen, la

membranade la célula vegetativase encuentradesorganizaday no> actua

co>mo) una barrera osmótica, la presión hidirostática del inter¡o)r celular

pro>vo)ca una pérdida de co>mponentescito>plasmáticospara compensarla

tensión creada. El agua co>n lo>s so>lutos salen del polen a través de los

Figura 1.6
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microporo>sy de la aperturade germinación.Esta fase(expulsión)finaliza a

los 40 segundosde ser alcanzadoel estigma. Poco despuésLa membrana

citoplasmática ha reestablecidosíí capacidadosmótica, evitando que el

contenidlo> cito>plasmático>se siga perdiendo>y recuperando>el agualiberado>

con parte de ¡os so>lutos (fase de reso>rción). Esta nuevaentradade agua

aumentala presio>n hidrostáticaen el interio>r de la célula. Si el po>len se

encuentrasobre el estigma adecuado>,habrá recibido> las señalesnecesarias

paraque la tensióninterior prowoqueel inicio> de la fasede germinación.con

el crecimiento>del tubo> polínico>. Si no> se encuentrasobre el estigma y el

mediode hidrataciónno contienesolutosqueeviten las tensiones,la mOnase

ro>mpe po>r su zona másdébil (la apertura)produciéndosetambiénla ro>tura

de la membranacelular y la bruscaliberación del co>ntenidocitoplasmático>.

Lo>s pólenes no> viables son capacesde hidratarseexudar y sufrir cho>que

o>smótico co>mo> los pólenesviables, pero> no) SC pro>ducela emisión del tubo>

polínico. (Heslop-Harrison1979)

1.4 PREPARACIONDE EXTRACTOSALERGENICOSPARA
D¡AGNOSTIC() Y TERAP¡A DE LAS ENFERMEDADES ALERG¡CAS

En 1911 No>o>n describió que los pólenesconteníandiversastoxinas que

eran las respo>nsablesde lo>s síntomasde la fiebre del heno>. En su co>ncepto

erróneode que la alergia era una enfermedadde tipo infeccio>so, preparó

uno>s extract>smedianteincubaciónde lot pólenesalergénico>sen soluciones

acuosas,para ser utilizados como> vacunas.Tras la administraciónen dosis

crecientesde estosextracto>sa un grupode enfermos,seo>bservóuna notable

mejoría co)n una disminución de la respuestaco)nluntivalal contactocon los

pólenes.Tambiénseo>bservóque si los incrementosde dosiserandemasiado
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grandes, los síntomas se recrudecían durante las siguientes 24 horas.

ParalelamenteFreemantrabajó continnó esto>s trabajos, obteniendo un

beneficio claro> en los 20 pacientesque trató (Freeman,1911). A pesardel

gran desconocimientosde los procesosque daban lugar a la mejoría, los

resultado>so>btenidlo>s,junto> con la facilidiad de preparaciónde los extractos,

favo>recíeronla difusión del n>étodo.Esto>sextracto>sse ha venido> utilizando>

díesdeentonces,tanto> para el tratanliento)de la enfermedadcomo> para su

dlíagnostico.A lo) largo> ole lo)s 80 añosque han transcurrido>,los conceptos

sobrela enfermedad,La finalidíad y pautasde la inmuno>terapiíaasí como> los

nlétodo)s de diagnóstico han ido> evolucio>nando, y lo>s proto>colo>s de

preparacióndIc lo)s extracto)salergénico)sse han ido mo>dificando> segúnlos

criterio)s y co.)no)cinhientosdel mo>mento>. Ho>y en día se preparanextracto>s

alergénico>s para tratamiento> y diagnóstico> partiendo> de muy diversas

sustancias.Cada fabricante prepara estos extractos de acuerdo> con sus

propio>s diseñosde extracción,de forma que se ha descrito> la existenciade

más de 1(1(111 patentesoliferentes, co)n unos interesesco>mercialeselevados

(Yunginger. 1991).

El desarrollo de nuevas tecnologíasy la posibilidad de disponer de

anticuerpos mo>no>elo>nales contra la ¡gE, ha permitido estimar la gran

diversidad ole contenido>alergénicoentreextractosetiquetadoscon el mismo>

no)mbre y destinados para un mismo tratamiento>, incluso entre lotes

olilerentesde un mismofabricante(Baer oit al, 1970).Dado> quela calidadde

lo)s extracto)s, en término>s ole potenciay compo>sicíon,es esencialpara la

seguridaddel tratamiento>y del dliagno>stico),actualmentese requiereque los

extractosesténc<)nvenienternentepreparados.
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1.4.1 Estandarización de extractosalergénicos

Ya en la épo)cade Noon surgió la necesidaddeasignarunasunidadesa los

extractospararegularsu uso.Estasunidadesinicialesfueron asignadaspor el

propio Noon y se basaron en el peso> seco> tiel material de partida.

Posteriormentesedefinieronlas unidadesde lo>s extractoscomounarelación

entreel pesoseco> del materialalergénicoy volumende fluido empleado>para

prepararel extracto).

En 1944, bis miembro>s de la Academia Americana de Alergia

establecieronquelo>s trabajoisque serealizarancon extracto)salergénicospara

ser presentadosa congresoso> publicadosen TheJo>urnal o>fAllergy, deberían

expresar el contenido) en pro)teína que poseían mediante valoración de

nitrógeno. IAl unidad die extracto>salergénicospasoa ser PNU (1 unidad—

0(1001 mg de ~ por vaboracion de nitrógeno). De esta forma se

hablaría en una lengua común a la hora de comparar resultados

experimentales.No obstante,la finalidad real que la Academiaperseguíacon

estano>rniatíva,eraque los extractosseprepararande una manerafiable, tic

forma que su calidadpara la aplicaciónen la inmunoterapiay el diagnóstico

estuvieraasegurada.Ademásestablecieronque la actividad biológica de los

extractosdebíasernledlida mediantetest cutaneo)sy seresaltóla importancia

de la calidad y del origen del material de partida (referenciado)por Reedy

Yunginger, 1989>. Todas estasdecisionessupusieronun claro intento> dic

estandarizaciónde los extractosusadosdiariamenteen clínica.A pesardeque

los propios miembrosde la Academiaeranco>nscientesde que las unidades

adoptadasno) eran la so)luci~n definitiva, se han utilizado hasta muy

recientementeya que,hastaaho>ra,no) sedisponíade tecnologíaadecuadaque
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permitieravalorarel contenido>alergénicode un extracto)en relacióncon su

co)ntenido>pro)teico>.

En 1978. el comité de expertosde la OrganizaciónMundial de la Salud

(OMS> en patrones biologícos, díctó las normas y las pautas para la

preparacloiny el establecimientode materialesy reactivosde referenciapara

sustanciasbiológicas.

En ¡981.. la Unión InternacionaldeSociedadesde ¡nmunologíade la OMS,

inicia un programade estandarizaciónde extracto)salergéníco>sde acuerdo

co)n las pautas establecidaspor la OMS, con objeto> de que exista una

prej>aracit>n internacionalde referencia.El propósito (le la preparacióncíe

estosestandardesde referencia,esque estematerialbio>l~gico sirva depatrón

comparativo> co>n los patrones nacroniales dic lo>s distinto>s paises,

fundamentalmentepara que se puedandefinir, en unidadesinternacionales,

su actividiad alergénica.Con to>dlo) esto> se trata de aseguraral menos la

repeti tividíad (le la potencia dic los d istí rl tos extracto>s, dismi¡íuyendo lo)s

riesgos de la inmuno>terapia y haciendo más fiables h>s méto>dos de

diagnóstico> (Aukrust, 10)81; Brede y Goeing, 1980; Falagiani y Mo>rlacchi,

1980; Cretico>sy Norman, 1986; Norman, 1986>.

El pro)ceso>~~uese sigue para la elabo)racíonde un extracto) de referencia

constade dos fases(Yunginger, 1991>.En la primeraetapa,lo>s miembro>sdel

Comité dIc estandíarizacionde extractos dle la Unión lnternacio>nal de

So>ciedadesde lnmuno>logía establecenunos criterios sobre fuente del

material de partidía, métodos(le extraccióny composiciónde los extractos

[.>ro)puestoIscomo estandardes(Andersony Baer, 1987; Yunginger, 1988;

Marsh, 1987: Philips, 1987; Ohman, 1987: Spieksma,1987; Aukrust, 1987:
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Anderson, 1987). En los extractosde pólenesen los que alguno de sus

alergenoshayan sido> aisladosy caracterizados,se debe especificara que

concentraciónse encuentranéstosen la mezcla.Tambiénse haceun estudio)

de los co>mpo)nentesindividualesdel extracto)medianteinmunoelectroforesis,

CR¡F. lEE, PAGE, inmunoblotting, así como de su actividad biológica,

medianteinhibición del RAST, pruebascutáneasy liberaciónde histaniina.

Despuésde esteestudio,se preparanlotes de los extracto>scandidatosy se

distribuyenentre los niiembro>sdel subcomitéparasu estudio.Si alguno) de

ello>s reune co)ndliciones, se pro>pone co)mo) estandarolde referencia.En la

segundaetapael candidíatoesapro>badopor la OMS; paraello> se lleva a cabo>

un estudio> en colaboracióninternacional para confirmar que el material

pro>puesto. reune los criterio)s de pureza,actividad,esterilidady estabilidad

para ser utilizado co>mo estandard internacional de referencia.

Posteriormentese preparael extracto> en grandescantidíadesy se envasaen

ampollasasignándloseleunasunidadesarbitrariasdic potencia,lUs.

Durantelos flltimos lO añosseha progresadomuchoen estandarizaciónde

extracto)salergénícos:sin embargose ha creado) un cierto) co>nfusionismo

principalmenteso)bre el sentido> que tienen las unidadesdie medidade los

extractosy soibreel usopráctico>de los estandardes(Baer, 1988; Platts— Milis y

Chapman,1991).Dos posturasopuestashan surgido): 1) la de los que piensan

que las unidadesque se empleendebende ayudara predecir la respuesta

biológica y que las unidadesdebenbasarseen pruebascutáneas,y 2) la dIc lo>s

que piensanque debido) a que la respuestade cadapacientees individual,

cualquierevaluacióndic la potenciabasadaen pruebascutáneaso en pruebas

de RAST dependede lo>s pacientesseleccionadosy por 1<) tanto no> es la

solucioin ideal a largo) plazo. Por o>tra parte, se co>nteniplaque es el pro>pio)
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extracto> el que se usa para definir a quien se seleccionapara probar la

potencia dcl extracto) lo> cual conducea un ci rculo> vicioso. Estos últimos

co)nsideranoíue la estandarizacióndebede tenerco)mo otjetivo> hacermedidas

cuantitativasde bis co>nstituyentesdefinidlo)s dic un extracto>y que las unidades

no) debenimplicar predicciónalgunade la respuestaín vívo.

En el mo>mento)actualesgeneralmenteaceptadoquedosextractosconuna

po)tenciaalergé¡iica dic las mismasunidadesinternacionalespuedenposeer

una capacidadhipoisensibilizantemuy diferentey dar distinto>diagnóstico>a un

mismo> paciente. Esto> se díebe a cíue la co)mpo)sicio>n y proporción de los

alergenoisen la mezcla es variable tlepentliendodel métodoí tic extracción

empleado)y la forma actual dIc mcdlir la actividadalergénicano dlistingue si

éstasedebea la presenciade uno> o de vario>s alergeno>sen la mezcla.En este

sentidolos objetivos dic l0)s último>s añosparamejorar las preparacio>nesde los

extractos se centran en las siguientes considleracio>nes(Yunginger, 1991;

Malling, H.i.. 1988):

• 1) el material (le partida debe ser estudiado> para mejorar la

preparaci~nde los extractos.

• 2) es necesario) tener más información sobre los componentes

indlividuales de las mezclas y soibre su importancia en la reaccion

alérgicas.

• 3) se deben hacer medidas cuantitativas tic los compo>nentes

alergénicosqueposeael extracto>.

• 4) paraque to>dlo>s los pacientesdluedencubiertospo>r la inmunoiterapia

y para que el diagnóstico> sea co>mpletamenteseguro>, todias las
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sustanciaspotencialmentealergénicasdebende estar incluidas en lo>s

extracto)s.

• 5) la l)uriíicación de alergeno>sfacilita lo>s trabajosdie estandarizacióny

ayudanal dliseflo de nuevo>stratamiento)s.

1.4.1.1 Criteriosde la lUIS yole la OMS sobrepreparacionesde extracto>sdc
referenciade pólenes

Unaseriedic criterios escritoshansido formuladospor el grupode trabajo)

para la estandarizaciónde extractosde esta unión de sociedadeslos cuales

han sido> distribuido>sentreaquellosproductoresde cxtracto>sque dieseenque

ésto>sseancandidatosextractosde referencia(Yunginger, 1988; Andersony

Baer, 1987; tvlalling, H.J., 1988).Con respecto)a la preparaciónde extractosa

partir de los pólenessevalo>ran lo>s siguientesaspectos:

En cuanto>al o>rigen de la materiaprima se estableceque los pólenesdeben

de proceder de fuentes de establecidíaconsistenciay ser reco>lectadosy

seleccio>nadospor personasexpertas en botánica. No deben de co>ntener

pólenesextrañoisu o>tros co>ntaminantesen un porcentajesuperioral 1%, ni

fragmentosde plantaspor encimacíe un 5%. Parasu co>nservaciónel polen

debede estarseco>y almacenado>bajo> ambientede nitrógeno>a o por debajo)

dc 4-4 0C. Lo)s pólenesdebende ser delipidadosantesde la extracciónco>n

eter-petroleo)en un aparato>Soxhler.

En cuanto) al méto)do de extracciónse acomsejala utilización de agua

destiladíaapírógenapara la incubación. Esta debe realizarseco>n co>ntinuo

movimiento) a 4 ~C durante 18—24 ho)ras. El pH díel extracto) debe (le ser

mo)nito)rizado>durantela extraccióncon adición deNaOHde forma queel pH

del medio>se mantengaentre?y 7.5.
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Lo>s patrones electroforéticos, dIc ¡EF. o> de CRíE deben de ser

comparablesco)n 10)5 ya publicadosen lo>s diferentesestudliosprevios.
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13130) de lo>s principalesproblemasque presentaho>y en día la preparación

de extractos a!ergénico>s es la falta de homogeneidadentre extractos

preparadospor diferentes laborator¡osa partir de una misma fuente de

alergeno)s. Las causas dIc esta variabilidad no han sido suficientemente

estudiadas,considerándosequepuedendebersea diferenciasbotánicasentre

pólenesrecolectadosendiferentesáreasgeográficas,O) quizása las diferentes

meto)dolo)gíasenipleadíasparasu preparacion.

El diseno> de estasnletodlolo)gíasse ha basado>desdehace80 años,en la

o)btenciondle un alto> co>ntenído>pro)teico>. Las co>ndicionesde incubacióny el

tiempo de extracciónse ajustande forma que se evite el díeterioro de los

cO)m ~O)nentcs extraídlo>s, así como el crecimiento bacteriano>.La tecnolo>gía

actual ha puesto) en evidiencia que no siempre se co>rrespondeuna buena

potenciaalergénicade un extracto),con un alto contenido>pro>teico. Por esta

razón, entreo>tras. actualmentese consideraque un conocimientobiológico

del materialdIc partidapuedecontribuir a la optimizaciónde la metodología

de preíaraciin de lo>s extracto>s alergénico>sempleadosen el diagnóstico>y

tratam¡entode las alergias.

En el presente trabajo>, hemos considerado>que un grano (le polen

alergénico>es un servivo> que seencuentraen la atmósferainactivo> debido> a

su desecacion,peroque recuperatodasucapacidadbiológicacuando>entraen

corntacto u>n [¡13 medio) húmedo>. Según esto>, la humedaddel órgano de

choqtíepodríasersuficientel)ara el inicio de una seriede procesosigualesa

los que o)curren cuando) el polen alcanzael estigma. Dentro) de éstos se

incluirían hidratación,exudación,reabsorcióne inclusive em¡sion del tubo>
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polínico, dependiendode la especiea la que pertenezcael po>len. Los pólenes

po>r tanto>, po)drían liberar sus alergeno)s no por simple difusión síno>

dependiendode procesosmás complejosreguladospor las co>ndiciomnesdel

tejido alcanzado.Tambiénhemostenido> en cuenta,la alta resistenciade los

pólenesa la degradación,hechoque permite que algunosde ellos puedan

encontrarseintactos en heces. ~Segúnestas consideraciones,las proteínas

alergenícasserían aquellasque el polen libere durante los proceso>sque

ocurranen el tiempo>depermanenc¡aen el órganode choque,ya queaquellas

que quedanen su interior no llegarían nuncaa entraren contactoco>n el

sistemainmune.

La basede las diferenciasque seo>bservanentre los extracto>spreparadosa

partir de un mismo tipo> de po>len, niediantediferentestecnologías,pudiera

encontraseen los distintos comportamientosque el polenpuedemanifestar

dependiendo>del medio> enel queseencuentre.

Por to>do ello, nuestro)sobjetivos en el presentetrabajo> fueron:

• 1) Estudiarsi la emisión de bis componentesdel poLen de Centeno>,

durantebis procesosde incubación,se producepor simple difusión o

guartíarelación co>n bo>s procesosbo>túnicos que o)currenen estepo)len,

cuandlo)entraco>ntacto>co>n el agua.Paraello nuestro>planteamiento>de

Irabajo fue el siguiente:

a) ¡ncubarel polende centenoretirando>los coimponentesextraídos

a diferentes intervalos de tiempo, seleccionadosen función de los

pro>cesosbotánicosdescritospoir I-leslop—Harrisomn(1979),previo>sa la

germinaclo)nde estepolen.
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b) Analizar, a nivel cuantitativo> y cualitativo), los componentes

liberadoisa los distintosintervalos.

• 2) tina vez conocido> cómo se liberan los co>mponentes,nuestro

segundo> o>bjetivo fue identificar cuales eran los alergénico>s,

determinando>10)5 periodo)sole máximaem¡s¡óndecadauno> de ello>s.

• 3) 1’enienoio en cuenta que los pro>cesos bo>tánicos pueden ser

variablesdependiendo)del medio en el que seencuentrael po>len, y lo>s

estudiossobreinfluencia del pH en la extracciónde algunosalergenos,

nuestro)siguienteobjetivo> fue conocercómo> influían las condicio>nesde

pH del medlio tIc incubaciónsobrelas características(le la cinéticade

ciii is¡ 0)13 de lo>s diferentes componentes.

• 3) lina vez co)no)cidlo>s co)mo) y cuando> se liberan b>s componentes

alergénico>s,nuestro>interéssecentróen la aplicaci~nole la info>rmación

obtenidaparala búsquedade unascondicionesy tiemposde incubación

que ¡i0)s permitiera obteííer extracto>s fraccio>nados,enriquecidosen

dli ferentesalergeno)s.Estos extracto)sseríanutilizado>s como punto> de

partidaparala purificacióntic alergeno)s.
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31 MATER¡AL BIOLOGICO EMPLEADO

3.1.1 Especificacionesde los pólenesestudiados

• 1) PólenesdeJuanAntonio>Jiménez.

— a) Polen 1987
Especie:SecalecerealeL.

Fechade recolección:Mayo 1987.
Pureza:97 <Y.
Restoisde planta:2 <Y.
Pólenesextraños:0,2 <Y.

Partículasextrañas:0,3 <Y

Esporas:0,1 ú/(

Método de recolección:Siegade la planta, colo>caciónen agua
dic la parte inferior de los tallos, desprendimientoespontáneo
del po>len sobrepapelcristal.

Pro>cesamiento:Tamizadoy desecado>.
Almacenado>: En nevera con desecantea 5 “C, el primer
suministro>y el segundo)congeladoa —30 0C.

—~ b) Polen 1989

Especie:SecalecerealeL.

Fechade reco>lección:Mayo) 1989.
Pureza:97 <Y

Restosde i>lanta: 2 §4.

Pólenesextraño)s:0,1 <Y
Partículasextrañas:0,6 <Y.

Esporas:0,05 %.
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Método de recolección:Siegade la planta, colocaciónen agua
de la parte inferior cíe los tallos, desprendimientoespo>ntáneo>

del poflen so>brepapelcristal.
o Procesamiento:Tamizado)y desecado.

O Alniacenado:En congeladora -30‘LS.
c) Po>len 1991

O Especie:SecalecerealeL.
Fechadie recoilección:Abril [0)91.

~ Pureza:98 <Y

~ Restoisde planta: 1 Wc.
~ Pólenesextraños:0,1 <Y

~ Partículasextrañas:0,7 <Y.

o Espo>ras:0,05 <Y.

~ Méto>do de reco>lección:Siegade la planta, colocaciónen agua

de la parte inferior de los oallo>s, desprendimientoespontáneo>
del po>lensobrepapelcristal.

o Pro>cesamiento:Tamizadoy desecado).

O Almacenado:En nevera,Cori desecantea 5 0C

• 2) PólenesdeSigma.

~ Especie:Secalecereale.

“ Fechade reco>lección:no> especificada
~ Pureza:97 <Y.

~ Restosde planta:menosdIel 1 <Y.

o Pólenesextraños:menosdel 1 <Y.

Partículasextrañas:no> determinado>.
o Espo>ras:menosdel 1 <Y.

<~ Método>derecolección:Mediantevacio

o Procesamiento:Desecadocon vacio)durante24 horasa 38 0C.

~ Almacenado:Congeladiocondesecante.
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• 3> PólenesdeAllergon.

o Especie:Secalecereale.

Fechade recolección:no especificada.

Pureza:9<) <Y.

Resto>sde planta: 10 ~t.

Pólenesextraño>s:meno>sde 0,5 <Y.

Partículasextrañas:meno>sdel 1 <Y.

Espo>ras:menosdel (1,3 <Y.

Método> dle reco)lección: reco>lecci~n de la parte floral ole la

plantay desecado>,con separaciónmecánicadíel polen.
Pro>cesamiento:Tamizado>y desecadoco>n aire calientea 35 0C.
Almacenado:En neveraa2-8 0C.

3.2 REACTIVOS EMPLEADOS

To>dos lo)s reactivd>s utilizadlo>s en el presentetrabajo> fueron de grado>

an¿¡litíco y han sido 5 LirnÍ rustradospo>r las sigo¡entescasascomerciales:

• Reactivosde Merck (DarmstadltAlemania):

Cloruro sódico, ácido clorhídlríco, carbonato> y bicarbonato>sádico,

sacarosa, carbonato> cálcico), nitrato) die plata, po>n’ceau 5, ácitlo>

triclo)ro)acético. reactivo> dle Polín. sulfato de cobre pentahidratado,

tartrato>potásico>,carbonatosódico,azul de co>omassieR—250

• Reactivo>sdeSigma(St Missouri. EL. UU.)

Glicina, Tris (trizma—base),TEMED, azul de bromofenol, tio)sulfato

sádico, ácido> ó—amino,hexano>ico,tween—20, 4—Cloronaftol, hidróxido

sódico, ácido sulfosalicílico). fast—green,n—octil—gluco>piranósido>,urea,

sero)albúminat~o>vina tipo> V
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• Reactivosde Bio-Rad(Richmond,California,EE.UU.):

¡<it (le valoración de proteínas p~>~ el método de Bradfordl,

sodio>do>decil-sulfato>-sódico(SDS),

• Reactivosde CarloErba(Milán, Italia>:

foisfato> sódicomono)basico,fosfato> l>o)tásico) bibásico,aguaoxigenada

• Reactivo>sde Pbarmacia-LKB(Upsala,Suecia):

Acrilamida,bisacrilamida,amo>nio persulfato,Gel—Bound

• ProbusS.A. (Badalona,España):

Metano)l,ácido)acético>,formaldehido

• Flow (Irvine, ¡ríanda):

Suerode ternerafetal

3.3 PREPARACION DE EXTRACTOS EN TAMPON FOSFATO

Las primeraspreparacionesde extracto>sdel presenteestudio>serealizaro>n

incubandocon tampón fosfato los pólenesde JA. Jiménezrecolectadosen

1987.

3.3.1 Extractostotales(El)

Los extractos to>tales se prepararo)nmediante incubaciónde 5<) mg de

polende centeno)en un ml de PO4HNa2-PO4H2K1<) mM, 150 mM CINa pH

7.4 (PBS), durante 19 ho>ras a 4-8 0C con ro>tación suave. Al final de la

incubaciónla suspensiónsecentrifugódurante2 minutosa 1200<)rp¡n en una

microcentrífuga TM 11 de Beckman. El sobrenadante fue filtrado

sucesivamentea travésde los filtros de HVLP 0.45 mg y GVWP 0.2 mg de

Millipore y po)sterio>rmenteco>ngelado a —41) 0C hastasu uso.
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3.3.2 Extractos a tiempos parciales

Paralelamentea las extraccionestotales se realizaronlas extraccio>nesa

tiempo)s parciales.Para ello> se resuspendieron50 mg de polen en 1 ml de

PBS, incubándosedurante19 h a 0-4 0C Estaincubaciónfue interrumpidaa

1,5 y 30 mm, 1. 2, 4, y 19h (tiempo>sconsideradosolesdeel inicio> del proceso),

mediante centrifugación de la suspensión. Cada vez se recogió el

sobrenadantey cl sedlimentofue nuevamenteresuspendido>en un mililitro> de

tan~i)o)n para continuar el proceso). A lo)s extracto)s así preparadosse les

denominó respectivamenteEl, ES. E30, Elh, E2h, E4h, El9h. Los tiempos

de estas extracciones parciales fueron po>steriormente mc>difícado>s, en

función de los resultadosobtenido)s,y 10)s nuevosperiotlos de incubaciones

parciales fueron: 1, 5, 15 minutos, 1 h, 4h y 19h, y a los extracto)s lo>s

denominamosEJ. LS, E 15, El h. E4h y E19b.

3.3.3 Extractosonícado(ES)

Esteextracto)sepreparóresuspendiendo50 mg de polenen un ml de PBS

dic la misma forma que el extracto)total. La suspensiónfue puestaen hielo> y

seso)nico) alternando>pulsosdle 1 minuto>de so)nicaci~ny perio)dlo>sde descanso)

de 30 segundos,para evitar el calentamientodle la muestra.El procesose

finalizó a los 15 nuinutos,obse¡wúndlo)seal microscopioóptico> que se habían

l)roducido) una elevadia propo)rcio>n de roturas (92 <Y) La muestra se
centrifugó y el sobrenadantese filtró co>mo> en el extracto) anterior,

co)¡lgelandosehastasu uso>.
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3.3.4 Recuento de pólenes rotos

Con el fin de asegurarnosque las proteínashabíansido liberadaspo>r el

polensegúnlas característicascinéticasde emisiónde cadaunade ellasy no

porque el po>len se rompiera, se llevó a cabo un contro>l microscópico>del

número> de polenesro>tos en cada uno> de los sedimentosrecogidlo>s en las

diferentesextraccionestotalesy parciales.

3.3.5 Pólenes de Sigma y Allergon

El estudio)de 10)5 co)mponentesde estos pólenesse realizó preparando

simultáneamenteextractostotalesy parciales,en tampónfosfato, con pólenes

de Allergon, Sigma y i.A. Jiménezde 1987. Las extraccionesse realizaron

como con el polen anterior con tiempo>sde inct¡baciónde 19 horaspara los

extractosto)talesy las extraccionesparcialesserecogierona: 1, 5 y 15 minutos,

1, 4 y ]9h, del inicio> de la incubacion.

3.3.6 Pólenes de diferentes lotes de JA. Jimenez

Para conocer las diferencias existentes entre pólenes de un mismo

suministrador,se prepararonextractosa partir de pólenesrecolectadosen

i987 (unosco>ngelado>sy otros conservadosen nevera4 0C), pólenestIc 1989,

y pólenesrecién reco>lectados(en 1991). El estudio> se realizó preparando>

extracto>s to)tales y parciales de forn>a simultaneade Io>s 4 pólenes. El

pro)cedinhiento>de extraccióny los tiempos de incubaciónfueron los nl¡smos

que enel estudio>de los pólenesanteriores.
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3.4 PREPAR&CION DE EXTRACTOS EN D¡FERENTES CONDIC¡ONES
DEPH

¡ti estutíjode la influenciadel pH sobrela extracciónde los componentes

del po>len del centeno> se realizó obteniendoextracto>sto)tales y parcialesen

trestamponesdiferentes,realizándosetodaslas incubacio>nesen paralelo>.Los

tampo>nesempleadosfueron: glicina Cli] 1<) mM, 15<) mM CINa, pH 3,

PO4IINa=-PO4H2K10 mM , 150 mM CINa, pH 7.4 y CO3HNa- CO3Na2 1<)

mM, 150 mM CINa, pH lO. El estudio) se llevó a cabo> co>n pólenesde 1987 y

po)steriormenteco>n pólenesde 1991, siguiendoel mismo) procedimiento>en

ambo)s.

Se pusieron5<) mg de po)len en 6 tt¡bostipo> Eppendorf,tIc 1.5 ml. A tresde

ello)s se les anadio>un ml del co)rrespo>ntlientetalupony se resuspentlierona la

vez, incubándí>lescon rotaciónsuavedurante2<) h a 4 0C. En los otros tres

tubosse anadílo,análogamente,un mi de tampónde fowma que el polen 130) se

mezclaracon el liquido. Una vez añatíldo)en to)do>s los tubos se considero>

tiempo cero y se agitaro>n manualmentelo)s tres a la vez. Al minuto dle

agitaciónse centrifugóel polendurantedos minuto>sen unamicrocentrífuga

Beckínan TI 1, reco)giéndlo)se 1o)s tres so>brenadantesy resuspendiendo>a

corntinuación cada sedimento> en un ml del tampón de incubación. La

Co?:o trí fugaciónsc repitió a los 5 y 15 mi uy to)s, 1, 4 y 21) horasdesdeel inicio

oid proceso>.El procedlimiento)de filtración de lo>s extractosy su conservación

sehizo igual que en las extraccio>nesanterio>rmentedescritas.
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3.4.¡ Extracciones con cambios consecutivos de tampón

Este tipo) de extracciónse realizó así mismo> co)n los pólenes de J.A.

Jiménezreco>gidosen 1987 y en 1991.

Con los primeros,(1.5 gramosde polen fueron suspendidosen 1(1 ml de

tampónglicina CIH 10 mM, 150 mM dNapH 3. co>n agitaciónmanualen do>s

tubosoliferentes(1 y 2). La incubaciónde amho)sserealizóen paralelo),con 15

minutos (le desfase. Cada suspensiónse ncubó dlurante 15 minutos,

filtrándoseal final de estetiempo) mediantesucciónporvacio, pararecogerel

so>brenadantey resuspendiendo>de nuevo> el ~)o>lenen o>tro>s 1<) ml de tampón,

paracontinuarla incubación.Las filtracio>nesy resuspensionesserepitiero>na

la hora,y a las 2<) horasdel inicio del proceso>,de la ¡nismaforma en las do>s

suspens¡o>nesole po>len. A esteultimo) tiempo) se lavó el polen del tubo> 1

añadienolo>,una vez seco> por filtración, II) nW de tampón de incubación

mientrassemanteníala succiónporvacio.El polenfue despuésresuspendido

en el mismo tamponparaco>ntinuar la incubación.En el po>len del tubo 2 se

realizó el mismo> lavadlo> y resuspensiónpero el tampón que se utilizó fue

PO4HNa2-PO4H2K1<) mM, 150 mM CINa, pH 7.4. Despuésde 12 ho>rasde

incubaciónen estascondiciones,se paró el proceso> mediantefiltración. El

polen del tubo> 1 se lavó nuevamentey se resuspendióen el tampón de

partida, mientrasque el polen del tubo> 2 se lavó y resuspendióen tampón

CO3HNa- CO3NU2 1<) mM, 15<) mM CINa, pH 10. Despuésde 12 ho>ras se

finalizó la incubaciónrecogiéndosede nuevo) 1o)s fluido>s mediantefiltración.

Toolo>s los sobrenadantesrecogidos en este proceso fuero>n filtrados

sucesivamentea travésde Los filtros de HVLP 0.45 m~1. y CJVWP 0.2 ~ de

Millipo>re congelándo>lesdlespt¡ésa —40 o(’
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Con el po)len ole 1991 el procedimiento>fue modificadoen los tiemposde

extraccióndebido a las dílferenciaso>bservadasen las cinéticasole emisiónde

estepoden.Los tiemposde filtración fueron 1, 5, y 15 ruin 1, 4, 20, 32 y 44h. El

nléto)d(> seguido>y los tiemposa lo>s que serealizóel cambio> de tampónfueron

igualesoíuelos del polendIc 1987.

3.4. 1.1 Pruebasole alergenicidadin v¡tro.

La Co>iflpro)b=tcioflde la alergenicidladl dic los extracto>s obtenidos con

cambiosconsecutivosole tampón a partir del polen de 1987 fue realizadkt

mediantela técnicade RAST, utilizando)el kit de PharmaciaPhadebast.

Se prepararonolisco)s ole nitro>celt¡lo)saole 5 mm de diámetro>y seañadieron

2(1 de ellos eu un ml de cadau no ile los extractosobtenidos,di 1 u idí>s a u mi

co>ncentración de 0.48 mg/ml. Después de 24 boiras ole incubación a

temperaturaambiente, lo>s filtros se saturaro>n con BSA al 2% en PBS,

Incubanolo)a 37 “C duranteuna hora. A cointinuaciónse quitó el excesoole

pro)tc.ína no> unida mediantetres lavatlos co)ilsCcutivO>5 dIC los filtros, de 1<)

ni¡nuto)scatíauno. Un filtro dle catíaextractofue incubadlo> co)n 50 4 de suero)

ile pacientea teiflperattir=iambientedurante3 horas.El ensayose llevó a

cabo>, indlividualmente,con suero)dIc 1<) pacientes.Finalizadíala incubación,se

lavaron>los filtros abundantementecoin PBS qt¡econteníaTween20 a (1.5 Wc.
¡25Posteriormentese añadliero>n 50 tI de igO anti IgL marcada con ¡

incubándoise18 h a temperaturaambiente.Despuésde 3 lavadosabundantes

de 10 minutos de dluraci~n, se aspiró el líquido y se midió la radiactividad

uniola. El calculo ole la [gE específicaligada se hizo> a partir de la curva ole

calibracióndel kit quecomparala radliactividaddetectadaen los filtros con la

que seune a 0.35, 0.70,3.5 y ¡7.5 PRU/ml de ¡gE.
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3.5 TECN¡CAS ELECTROFOR]?TJCAS

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

Las electrofo>resisen estetipo> degelesserealizaronempleandoun sistema

discontinuo>de acuerdocon lo descriton’ LaCn1mli (1970), utilizando) un

rnicro>sistema de electro)foresisvertical de Hoefer Scientific Instrumenís

(cubetaSE—250).Las placassemontaronde acuerdiocon las descripcio>nesdel

fabricantedel sistemaelectroforético,sellandola parteinferior con agarosaal

2 <Y. El gel concentradorserealizó a una comcentraciónp/v de acrilamidadel
<$ <Y, (1’ e <¾)y una concentraciónp/v de bisacrilamida de 0.32 <Y,

(C=2.15 <Y) en tampón Tris- CIH 0.125 M. pH 6.8 con un corntenido de

detergentedel 1 <Y (p/v). Los gelesdistanciaoIowesse prepararoncom un

po>rcentaje del 12 ó 13 ~ de acrilaniida y con la misma relación de

l)isacrilamidaque 10)s anteriores,en tampon‘Iris CIH (1.375 M, pH 8.9 con un

1 <Y (p/v) de SDS. La polimerizaciónde 10)5 gelesse llevó a cabo añadiendo

12.5 >i de TEMED y 7.5 mg de persulfatoamónico po>r cada lO ml de gel

preparado.

En losgelesquese tiñeronconazul de coomassie,sepusounvolumende

muestraquecontuviera60 xg deproteína.Previamenteseprecipitócon ácido)

triclo)roacético) la pro)teína, recogiéndose el precipitado> mediante

centrifugacióny resuspendiéndoseen tanipon de electrofo>resis.

En lo>s geles teñidlo)s con plata la cantidadole proteínaanalizadade cada

muestrafue de 1<) p~g (valorescalculadosa partir de los dlato)s del métodode

Lowry), sin precipitaciónácida.En los extractosobtenidosduranteel primer

minuto, la cantidaddeproteínaestimadano> permitíaver bandascon la m¡sma
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intensioladque en lo>s otro)s extracto>spor lo) que se incrementóla cantidad

puestahastasu visualización.En los estudio>selectro>foréticosde las proteínas

de lo>s J1)ico>scromato>gráfico)5sepusiero>nde lO a 15 4 decadafracción,

En cada gel. para que el proceso> fuera homo>géneo,se igualaron los

vo>lúmenesde las diferentesmuestrasal mayor ole los requerido>sañadliendlo>

0.062 M Tris—CIH pH 6 a las de meno)rvo>lumen.A to)dasellasseles añadióun

vo>lumen ole meolio) de muestra(6 <Y SDS, 40 <Y p/v ole sacarosa,0,02 ~/0de

azul de bromo)feno>len 0.125 M Tris—CIH pH 6) oí.t¡e fue la mitad del volumen

de muestrapreparadoy se pusieron al bañ> María a 90—100
0C durante3

nunt¡tos Posteriormentefuero>n aplicadíasa lo>5 geiespara ¡nicoar el proceso).

El tampón de electroífo>resisempleado>fue Tris 0.025 M, glicina 0.192 M pH

8.5, co)n un 0.1 <Y (le S¡)S. Towlos los reactlvo>sutilizados en los procesos

e lectro>foréticosse prepararo>nutil izanolo agua para inyección bidestilada,

apiro5gena.ole la casaco>mercial 1 BYS.

El pro)cesIlelectro)fo>rético>serealizóutilizando>una fuenteole alimentación

no estabilizada.La intensidadfue (le 25 mA y 5<) ½‘por gel, regulándose

manualmente.periódicamente.El pro~cesose mantuvo> hastaque el azul dle

bronlo)feno)lsevisualizóal final díel gel (unahoray meoliadIc proceso).

3.5,1.1 Tincióndegelescon azul de coomass¡eR-25<)

tina vez finalizadoel procesoelectrofo)réticolo>s gelesse pusieronen una

cubeta(le plástico>y seañadió250 ml ole una so>luciónfijadora queco)ntenfael

co>lo>rante: metanol/acético>/agua(40:50:1<) y/y), 1 <Y de azul de coomass¡e

1<250.i.,os gelessedejaro>nen estaso>lución,co>n agitaciónsuave,durante20

horas y posteriormente se olesti~ero)n con una soluci~n de

iuetano)l/acético)/agua<1<1:10:80).hastaque el fondo estuvo)transparente.
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3.5.1.2 Tinción degelescon plata

Se cambióde métodode tinción por que estenuevo) métodovalorabacon

mayorsensibilidadqueel anteriory senecesitabanieno>rcantidadde muestra.

El rnéto>do>es muy similar al descrito)paraproteínasvegetalespor (Blum ¿4 al

1982), los geles sometidIosa electro>foresisse fijaron en una solución de

metanol/acético/agua50:12:38: y/y, durante 2 horas. Posteriou-mentese

incubarondurante17 horasen etanol al 30 <Y. A continuaciónlos gelesse

sumergieromnen una soilución de tio)sulfato) sódico (50 rng/25<)ml) duranteun

minuto>, lavándosea seguidamenteco>n aguabidestiladadurante2<) segundos,

repitiendoestepro>cesotresveces.

Despuésde los lavados, el gel se incubó durante20 minutos en una

solución de nitrato de plata al <).2 <Y quecontenía0.03 <Y de formaldehidoy

finalizadala incubaciónselavó tres vecesen aguadestilaoiaco>mo en el paso>

anterív>r.

El revelado>del gel serealizócon una soluciónde carbonatocálcico) al 6 <Y

(plv), 0.018 ~/ode formaldehidoy 0.01)04 9/o de tiosulfato> sódico, hastaque se

v¡sualizarom las bandas,parándosela reacción sumergiendoel gel en una

so>lueiónde metanol/acético/agua(50:12:38y/y).

3.5.2 Detección de alergenos mediante inniunoelectrotranferencia

La identificaciónde las proteínasalergénicasse realizó transfiriendo las

proteínasde los extractos,unavezseparadasmedianteelectrofonesisen geles

ole poliacrilamiola, a unasmembranasinertesde nitrowelulosade 0.45 mg de
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Bio—Rad O) de Jnmo>bil~n P (membranasde difluo>ruro de po>livinilidieno) de

Mil lipore, empleandopara ello> un pro>ceso> eléctrico>. Estas membranas

poseencapacidadpara unir proteínasde forma permanente.Inicialmentese

usaronlas membranasdie nitroicelulosa,[)ero)posterio>rmenteseutilizaro>n las

ole inmoibilón porque se o>btenía mayo>r eficacia en la unión así como> mas

nitidez en las bandastransferidas,aunqueel co)mpo>rtarniento>ole ambos es

muy similar. La idlentificaci~n de lo>s co)mpo)nentesque eran alergénicosse

llevó a cabodetectandola ¡gE específicaquese unía a ellos en una reacción

Innlilno>dluimicaco>n st¡erosole pacientesalérgicosal po>len del centeno>.

El prowesoseguidofue el siguiente:

• En cadaanálisis se transfirieron do>s geles,realizadoisen paralelo)co>n

las mismas¡nuestras.Las transferenciasse llevaro)n. a cabo>medianteun

sistemasemi-seco,utilizando> un aparato) Milliblo>t SDE (Millipore).

l/ste sistema,basado)en la metodolo>gíacte Towbin ¿4 al (1979),emplea

co)mo) electrodo>sdos [)lacasde carbo>noy los tarnpo)nesse encuentran

embebidosen pape)Watbman3 MM. Dos trozosde estepapel,de las

mismasdimensionesque el gel seempaparonen Tris 0.3 M, Metano>l

1<) <Y., pH 10.4 (tampón 1 oId áno>dlo)) y o)tro>s olo>s papelesdel m¡smo)

tamano se empaparo)n en Tris <1<125 M, Metano>l 10 ~c, pH 1<1.4

(tampón 2 oíd áno>olo>). Lo>s papelesco)n el tampón 1 y 2 se pus¡ero>n

alineaolo>ssobreel ánodoy co>n una pipetaa mo>dlo) de ro>dillo>, seejerció

una presión sobre ellos para producir un co)ntacto) máximo con el

electro)olo>. A co>ntínuacíónse puso una menibranadel mismo> tamaño>

qt¡e los paj>eles, mo>jada en agua destilada (si la membranaera de

inmoibílon se sumergiópreviamenteen metanoil al 10<) tc duranteun

minuto y posteriormenteen agua destiladapara que se hidratase>y
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sobre ella se colocó el gel, alineándo>lecon los papelesy colocando

encima otro>s tres papeles,de igual tamaño> que los anteriores,que

co>ntenían el tampón del cáto>do: 0.025M Tris 0.<)40 M ácido)

6-aminoihexanoico,Metanol 2<) c0 pH 9.4. Despuésde formar el

sandwichsecerróel circuito> eléctrico> y seestablecióuna corrientede

2.5 niA/cm2 (paragelesde 8x10, 201) mA y 10-2<) V) durante2.5 horas.

Una vezfinalizadoel procesosevisualizó si las proteínashabíansido

tran.sferiolas tiñendo la membranacon una so>lución de Po>nceau 5

(Hawkes,R 1986). Estasolucióncontiene<1.2 <Y de Ponceau5. un 3 <Y

ole ácidlo) triclo>ro)acético>y un 3
0c ole ácidosulfosalicílico.

Posteriormentelas membranasse lavaron en agua destiladahastaque

desaparecióla Unciónensutotalidady serealizaro>nlos siguientesprocesos:

• 1) Estabilizaciónde la membranaenTris OH 2<) mM pH 7.5, 50<) mM

CINa (TBS) durante1<) minuto>s.

• 2) Saturaciónde la membranacoin una solución se suero> cíe ternera

fetal al 5 <Y enTBS. durantedoshoras.

• 3) Incubaciónde unade las membranasdurante18 horasa temperatura

ambiente,con una dilución 1/12 de una mezclade suerosdepacientes

(o dIC cada uno> de ellos individualmente,segúnel análisis) en TTBS

(TBS con un 0.05 <Y Tween20). Como contro>l de especificidadde la

reacción, la otra membrana se incuba de la misma forma, pero

utilizandoj suerosde personasclínicamenteno sensibilizatías.

• 4) Dos lavadosrápidosy tíos lavatlosde 10 minutosenTTBS

• 5) Incubacióndurante6 horasIgG decabraanti-cadenaépsi)onde ¡gE,

marcadaco>nperoxiolasa((leTagoInc.).
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• 6) Do>s lavadosrápidosy do>s lentosco>moantes.

• 7) Revelado>de la reacciónde acuerdo)con (Young 1989).La solución

de revelado> se preparó de la siguiente fo>rma: 10 mg de

Diaminobencidinafueroin disuelto>sen 5 ml de metanol(5-15 minuto>s

con agitación)y se mezclaronco>n30 mg de 4-Cloro>naftol disueltosen 5

ml de metano>l.Se añadiero>n40 ml de PBSy 1<) 4 de H202. preparado>

al mo)nleilto> ole su uso. Se mantuviero)nlas membranasen estasolución

hastala visualizaciónde las banolas.

3.5.3 Isoeleetroenf’oque

Esta técnica se realizó empleando> placas de agarosa (Iso>gel),

comercialmentepreparadaspor FMC, queco>nteníanun rango>dIc anfolitosde

3 a ¡0. Parael proceso>seutilizó un aparato>de electro>fo>resisMultipho>r ¡1 de

Pharmacia[KB y una fuente ole alimentaciónMultídíríve XL de Pharmacia

¡KB, estabilizada.

El pro>cesoserealizóde acuerdo>co>n las especificacio>nesdel fabricante:

Los geles se pusiero)n 50)bre la placa refrigerada del aparato> de

electro>fo>resisy sesecaro)nco>n papeldic filtro).

Las mtiestras se prepararon a una co>ncentraciónole 1—2 ¡ng/ml y se

pusieron IS 4 ole ¡nuestra,en cadatino) dic lo)s pocíl10)s oíd apiicatlor.

Se e ni 1)1 CO) úcidlo acético) <).5 M co)mo> ano>l i to y 1 M NaOH co>mo> cato!ito>,

embebido>sso>bretiras ole papelde electro>do de FMC, específicasparaello>.
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El pro>cesoeléctrico> se realizó limitando inicialmente la po>tenciaa 1 W

durante 10 minutos y posteriormentese limitó la po>tencia a 25 W y la

diferenciade po>tenciala 1000V (20 mA de partida),durante40 minuto>s.

Unavez finalizado>el enfoquelas placassesumergieronenuna solucionde

metanolal 30 <Y, ácido> sulfosalicílico (34.5 g/l> y ácidlo> triclo>romcético>(115

g/l), durante 1 hora, paraprecipitar las proteínas.Posterio>rmentese lavó el

gel con aguadestiladay se secó po>niendoencimavarias capasde papel de

filtro> y un ~e.5O)ole apro)xinladamenteun Kg, duranteuno>s minuto>s.Después

el gel se tiñó durante5 minuto>s en una so)luci~n de Fast—green (0.1 <Y

Fast-green,25 <Y metano>l, 10 <Y ácido acético), 65 <Y agua destilada),

olestiñéndosedlespuésco>n la misma so>lucíónpero sin el co>lorante.hastaque

el fo>ndo fue transparente.Unavez desteñidaslas placassesecaroncon papel

cte filtro> y peso> encima co>mo> antes se explicó y finalmente se secaron

totalmenteeo)naire caliente.

3.5.3.1 Iso)electro>enfo>queenpresenciadedetergentey urea

El análisis de lo)s componentesintegrantesde la bandasde 48, 30 y 33

kDas, obtenidas a partir del po>len de 1987 se llevó a cabo> mediante

¡so>electro>enfo>oíueen presencia de detergente(n-octil-gluco>piranósido>y

urea. El ~ se realizó ole acuerdo)con las siguientesinstruccionesdel

fabricantede las placas:se preparaunaso>lución co>n 1.38 g de ureay 0.02 <Y

díetergenteen 2 ml de agua destiladacalentándo>seal baño) Maria hastasu

disolución. Se po>nen 5<)0 4 de esta so>lución en el centro) de la placa de

agarosa.Con un trozo de “Gel—Bound”, ligeramentemayo>r que la placa, se

olistribuye pon’ to)da la superficiedel agar. Paraello> secogeel plástico>por los

bo>rcles, formanoloun arco) co>n la carahidrofóbicahaciaabajo>, y seapo>yaésta
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sobrela go)tacíe la soluciondeurea,desolo>blandoel film po>co>a po>co>paraque

el líquido se distribuya por toda la superficie evitandlo que se formen

burbujas.Se levantaa co)ntinuacio>nel plástico)y serepite el procesodejando

el ‘Gel—Bound’ sobrela placa por espacio)de 30 minutos. A continuacio)nse

levanta el plástico> y se seca coin un trapo> limpio que no> deje pelusas,

arqueándoWonuevamentey poniéndo>lesobreel gel para retirar el exceso>de

líquiolot pro)ceso)que serepite olo>s veces.A continuaciónsesigueel protocolo)

ole siemprc

Las muestrascomteníanun 1 <Y ureay un 0.06 <Y de detergenteantesde

seraplicadas.

LI restoole.l proceso>se realizó síguienolo>el pro>to>coio anterio>r.

3.5.3.2 1nn1uno)detecci~nde alergeno)s

La identificación de pro)teínasreactivas, entre las separatíasmediante

isoelectroenfoque,se realizó transfiriendo éstas a una membrana de

Nitrocelulosao de Immobilon poir presiónduranteal rneno>sdo>s horas.Sobre

las placasse i>usiero>n las membranas,previamentehidratadas,a continuación

varias capasde papelde filtro> 3MM y finalmenteun vidrio con un pesode

apro)ximadamenteun Kg encima. Posteriormente las membranas se

íncubaro>nco)n suero)s ole pacientessensibilizaolo>sal po>len del estudio> y se

revelaron ole la misma fuiruja que se describió en la

vi muno)electrotransferencia.En cutía incubación se realizó el eontro>l

co>rrespo)ndienteco)n suerosdie personasclinícamente130) sensibilízatlas
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3.6 IDENTIHCACION DE ALERGENOS MEDLXNTE LA TECNICA DE
“DOT-IMMUNOB¡NDING”

Estatécnicaseha reabzado>con un aparatoBio> Dot de la casaBio-Rad,de

acuerdoco>n las instruccionesdel fabricante,que sedescribena continuación:

• 1) Se mojé en aguadestiladauna membranaole nitrocelulosao de

lnmobilom (ésta última previamente sumergida uno>s instantes en

metanol al 10<) <Y) se colocó en el aparato)y se puso la tapa, que

co>ntiene96 po~eillo)s abiertos,Se cerró éstaherméticamente,de forma

que la membranaquedabatbrmando el fondo de cada pocillo. Se

conectó un sistemade vacio> y se ajustó en estascondicionesel cierre

para evitar que se produjeranpérololasole líquidIo) en lo)s pocillo)s. Con

el sistemade vacio> desconectadose hidrató de nuevo la membrana

añadiendo>2<1<) 4 ole TBS a cadapocillo>, y succiornandopo>steriormente.

• 2) Se pusieron300 k
1 de ITES que contenían3 gg de proteínadel

extracto> a valorar. La cámarase dejó abiertaa la presiónatmosférica,

para que el líquido) pasaraa travésde la membranapor gravedady se

produjeraunaunión eficazde las pro>teínas.

• 3) Cuando>hubo) pasadoto>do> el vo>luinende la muestra,se lavó 4 veces

con 3(1<) pi deTTBS, succionandocon vacio>.

• 4) Bajo estasco>ndicio>nesde succiónse abrió la cámaray despuésse

cerróel vacio) reco)giéndo)sela membranala cual se llevó a unaso)luCi~n

saturante(TTBS 5 <Y suero> de ternera fetal) para evitar uniones

inespecíficas,y semantuvoen estasolucióndurantedoshon’as.
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• 5) Posterio>rmenteseincubódurante18 horascon unamezclade sueros

ole pacientes,clínicamentediagno>sticado>co>mo sensibilizaolosal polen

cte centeno),o> con cadauno> de ellos individualmente,disueltos1/12 en

TTBS y 5 <Y suero>de ternerafetal.

• 6) Se lavaronlas membranascon TTBS, dos lavadoscortosy otros dos

ole 1<) nlinuto)scon agitaciónsuave.

• 7) A continuaciónse incubaronlas membranasco>n IgG de cabraanti

¡gE humana (específica contra cadena épsilon), marcada con

pero>xidasa(deTagomc) diluida 1/1500,en TTBS.

• 8) Se lavó con lBS dosperiodosco)rto)s y dos cíe 10 minuto>scadauno>,

co>n agitaclo)n.

• 9) Se revela según el protocolo> de Young (1989), anterio>rmente

descritu.

3.7 VALORACIONES DE PROTEíNA

3.7.1 Método> de Lowry (1951)

Este metotIo) se basaen la reacciónco>lo)rimétrica (colo>r azulatlo> co>n un

maximo) ole absorcióna 745—75<) nm) oíue se prodluce cuandouna proteína

inoluce la reolucciónole la mezclaole ácido>s del reactivo> de Folin—Cio>calteau

(áciolo tosfo )mo>líbdico y túngstico).

Para la elabo>ración de la curva patr~n se preparó una dilución de

seroalbúminabo>vina a lmg/ml, calculando)la concentraciónpreparadaole

torma exacta a partir ole la abso)rvanciaole la solucion a 28<) nm. Las

concentraciomes de los tamponesempleado»no pro>ducevi interferenciascon
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el método> de valoración,po>r lo que la curva se calculó diluyendo> en agua

destiladala proteína.

Se pipetearo>n0. 5, 10, 20, 30, 4<), 5<), 60. 70, 80 y 90 4 de la soluciónde

albúmina y 25 ó 5<) 4 de la muestraa valo>rar, en diferentestubo>s y se

completael volumena200 4 conaguadestilada.

Se mezcló 1 ml de sulfatode cobre,pentahidratado>,al 2 <Y con un ml de

tartrato> potásico) al 4 <Y y 48 ml de carbonatosódico> al 5 ~/6en 0.2 M

hidróxidosódicox

Se añadió,co>n agitaciónenvo>rtex, un ml de la mezclaa cadauno de los

tubosqueco>nteníanlas proteínasavalo>rary de la curva, incubandola mezcla

durante1<) mintlto)s a temperaturaambiente.

Se diluyó el reactivode Folin al 5<) <Y con aguadestiladay seañadierona

cada tubo>, con agitación en vortex, 1(1<1 A ole la dilución, al final de los lO

minutos cíe incubaciónen la so,luciónanterior. Se dejó reaccionarla mezcla

durante3<)—5<) minuto>s y semidió el coto>r pro>oiucido medianteabsorvanciaa

750 nrn. Lo>s valoresdelas muestrassecalculana partir de los obtenidosen la

curvapatrón.

3.7.2 Método de Bradford (1976>

Este méto>do se basa en la medición por absorvanciaa 465- 595 de la

reaccióncolorimétrícaque sepro>ducecuandoel CoomassieBrillant Blue se

unea la proteína.

Los reactivos para la valoración de l)ro)teínas por este método se

eo>mprarona Bio—Rad, siguiéndo>seel protocolodescrito>por el fabricante.Se

empleóalbuniinabobinaparala o>btenciónde la curvapatrón.
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3.7.3 Método de Warburg y Christian (1942)

Este Méto>do> valo>ra la cantidadde pro>teina en función de una relación

matemáticaentrela absorvanciade la muestraa valorara 260 nm y a 28<) nm.

La relaciónmatemáticaes

Concentración(en mg/mí) = 1.55 x absorvanciaa 28<)nm - 0.77 x

absorvanciaa 260nm.

3.7.4 Métodode Kalb y Bernlohr (1977)

í\nálo>gamenteal Métodlo anterio)r estemétodlo se basaen una relación

matemáticaentre las absorvanciasde la muestraa do>s lo>ngituolesde o>nda en

cl espectrode Ultra-Violeta. La lectura se realiza a 230 y a 26<) nm y la

relaciónparael calculode la concentraciónes la siguiente:

Co>ncentración <en hg/ml) = 184 x abso>rvancia a 23<Inm - 81.7 x

absorvancíaa26<)nm.

3.8 PROCESOS CRONIATOGRAFICOS

3.8.¡ Cromatografía de intercambio aniónico

Lista cro)matografíase ha realizadoco>n extracto)s o>btenido>s a partir de

pólenesrecodectadosen 1987.

Tres gramosde po)len seresuspendiero>nen 60 ml de PBS y se incubaron

con ro>tación suaveolurante30 minutos a 4—8 0C. A estetiempo la suspensión

se centrifugó a 8500 rpm en un rotor 55 34 de Sorvalí, recogiéndo>seel

so)brelladlantey resuspenolienolo)el sedimento>en o>tro>s 60 ml cíe tampón.La

incubación se co)ntinuo) durante 18.5 horas, recogiénolo>seel so)brenadante
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mediantecentrifugaciónde la suspensiónde Ibrina análogaa la anterio)r. Los

tíossoibrenactantesrecogidossefiltraron sucesivamentea travésde los filtros

HVLP <¡45 m~ y GVWP 0.2 mV de Millipore . Al primero> de ellos se le

denominóextracto)E3Oyal segundoE3(>-19.

Ambosextractosfueron dializadosco>ntraTris-CIH 150 mM pl-! 8. Unavez

equilibradosen estetampónse fraccionaronbOmg del primerextractoy 1(h)

nig del segundo.en unaco>luninade celulosaDEAE-32de Whatman.de 1.8 x

19 cm equilibradacon el mismo> tampón.Laeluciónde las proñeínasserealizó

con incremento>ssucesivo)sde la concentraciónde CINa en el tampón(lOmM,

5OniM, I<)<JmM, 2<)Om y 5<JOmM). El flujo fue de 50 ml/hora y se mantuvo)

constanteco>n una bombaperistálticaPeristalticPump P-1 dePharmacia.Las

fracciones comtenían 1.5 mí, si el eluidlo co>ntenía proteínay de 5 ml si la

absorvanciaa 28<lnmera inferior al 3 <Y. tos cambiosen la concentracióndel

tampónserealizaro)ncuando>la absorvanciaoíd eluido> con el tampónanterio)r

llegabaa cero>.

3.8.2 Cromatografía de exclusión molecular

Todos lo>s pro)ceso)s cromato>gráficos realizados mediante exclusión

molecularse han llevadio a caboen un sistemade alta reso>luciónFPLC de

Pharniaciautilizando>unaco)lumnacíe SuperosaTM 6 de 1 x 30cm.

3.8.2.1 Purificaciónde la bandade 48 kDa, a partir del polende 1987.

La muestradic la que se partió para la purificacion de estabandafue la

obtenidaentre 1 hora y 20 horasdic incubaciónácida en la preparaciónde

extracto>s con cambios suces¡vo>scte tampón antesdescrita. Lo>s 10 ml de

extractoo>bteniclo> se encontrabana una concentracióndic 1.04 mg/ml. Se le
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añadiero>n4<) ml de PO4HNa2-PO4H2K1<) mM , 500 mM CINa, pH 7.4 y se

co>ncentro de nuevo hasta 1<) ml medianteun sistemaole co>ncentraciónde

Amicon con capacidadde 5<) ml y empleandoun filtro> PM 1<). De nuevose

añadieronotros 40 ml de tampónfosfato y sevolvió a concentrarhasta5 ml.

En este cambio) de tampón y co)ncentracio>nde la muestrase o>bservó una

precipitacio)ninil>ortante ole ésta.Se comcentraronpo>sterio>rmenteesto>s5 ml

meoliante centrifugación en un Centrico>n 1<) de la casa Amicon hasta

reolucirlo)sa un vo)lumenole 150 4~ oíueco>ntenían4.5 mg de pro>teína.

tIna vezconcentraday cambiadade tampónseaplicaron 100 VI (3 mg> de

la muestraen la columna cíe exclusiónmo>lecular.La elt¡ci6n del procesose

realizó co)n tampónPO4HNa2-PO4H2K1<) mM , 50<) mM CINa, pH 7.4 a un

flujo> dIc. 0.3 ml/minutot Las fraccionesreco)gidlasco>ntenían0.3 ml.

El proceso)se escalóa nivel preparativo>partiendo>de 5 gramosde poleny

1(10 ml ole tampo>nglicina CIH 10 mM, 150 mM CINa pH 3. Análo>gamentese

o)bttlviero)n extracto>sparcialesde 15 minutos lh y 20h. Esteúltimo extracto>se

comcentroíen un sistemaAmico>n coin unamembranaPM 1<) hastaun volumen

de 3.5 ml. esta vez sin cambio de tampón, observancloseque aunquese

pro)dltlcía algo> de l)recipitaci~neramenor.Se cargaron4<1<) ~tlole estamuestra

(II LO) so)brc la co)lumna,eluyendosecon el tampónácido)en el quese había

preparaolo) la iii u estra,a rin flujo de 0.3 ni 1/ni i n recogiéndosefraccio>nesole 0.3

viii. El pro)ceso>cromato>grúfico>serealizó4 vecesmas.

3.8.2.2 Purificaciónde la bandacíe48 kDa a partir depólenesrecolectados
en 190)1.

Teniendo en cuentalas diferenciasen las cinéticasde emisión del nuevo

po>1 cii sc realizó una extracciónpreparativarecogiendo)extractosparcialesa
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lo>s siguientestiempo>s: 1,5,3<)minuto>s 1, 4, 2<) horas.La cantidadde polenfue

de 20 gramosy se incubaro>nen 400 ml de tampónglicina Clii 10 mM, 150

mM CINa pH 3, en un frasco de 5<1<) ml con boca anchay tapónhermético,

con agitación manualen los 5 primerosminutosde extracción,el restode la

incubaciónserealizó mediantero)tacionsuave.1 ~asucciónpo>r vacio) se llevó a

cabo) sobre papelde filtro> en un eníbudobiichner de 15 cm de diámetro,

empleándoseen la filtración tiemposinferioresa un minuto.

La muestraseleccionadapara la cro>mato)grafíafue el extracto) reco>gido

entre 1 y 4 ho)rasde incubaciónácida. Una alícuotade It») ml de los 400

preparaclo>sen estaextracción(a (3.35 mg/mí) seco)ncentraro)nhasta5 ml (a
2.35 mg/mi) sin cambio> de tampón, apreciándoseprecipitaciónimportante.

Tras la centrifugaciónde la muestraseso)nietiero>na cromato)grafía5<30 4 de

muestra(1,2 110) realizándosela elución con cl mismotampón ácido, a un

flujo) cíe 0.3 mí/mm y recogiendo>fraccionesde <1.3 nil. El proceso>serealizó 6

veces.

3.8.3 Cromatografía de intercambio catiónico

Los pro>cesoscromato>gráficosde intercambio>catiónico>sehan realizado>en

un sisteníade alta reso>lucioinFPLC de Pharniaciautilizando)una co>lumnacíe

vidrio> SP—5PWde Waters,con unasdimensiones(le 81) x 75<1 mm.

3.8.3.1 Muestrasdel polende 1987

Las fraccionesque co>nteníanlo>s co>mpo>nentesde 30 kDa, recogidasen la

cro>matografíade exclusiónmolecularde la fracción ácidaobtenidadel polen

de 1987 a nivel preparativo>,fueron níezcíadasy sometidasa cromatografíade

intercambiocationico.De 6 procesospreparativosse co>gieron las fracciones
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co)n11)rendidasentrela 58 y la 64 (ambasinclusive), obteniéndo>seun volumen

ole 1<> ml dic muestracon tina DO a 28<) nní de 1.311 U.O. Se cambiaronde

tampón meoliante olo>s lavatlos consecutivo)scíe 4<) ml dic tampón acetato>—

acético> 10 mM pH 4.85 en un sistemacíe concentraciónAmicon, utilizando>

una membranaPM 10, concentranolo>cadavez la muestraa 1<) ml. Se ponen

en la colunina 1.8 unidadesópticas en 1.5 ml cte muestra,y se co>mienzala

elución que se realizacon 45 ml ole un gradiente linear de CINa de <) a

5( >OmM. El flujo fue cíe <).3 ml/níin recogiéndosefraccioínesde 0.5 níl.

3.8.3 ) Extracto)de 4 horasenmedio ácido>del polende 190)1.

De la extracciónpreparativarealizadacon el polen de 1991 en medio

ácido, descrita anteriormente,se toman 21) ml del extractode 4 horas. Se

cambia tic tampon ácido a acetato-acético>II) mM pH 4.8, en un sistemade

concevi ¡ración Amico>n y u ¡la mcviibrana MP 1<) c mío cii otros procesos

olescri U )s.

Se aplican a la columnaSP-5PW,20 ml de muestra(dos veces 10 mi). La

elución serealizócon 40 ni! de un gradientelineardeCINa de O a 500mM. A

co¡iti vi ¡mciCuí se pasaro>n5 ml ole tampón a tina co¡ícentraciónole CINa 500

níM y posterio)rmente1<) ml de 1 M. FI flujo> del prowesofue de0.5 mí/mm,

recogiéndoscfraccionescatíaminutov

3.9 PRUEBAS DE ALERGENICIDAD IN VIVO

La coníprobacio>n in vivo de la alergenicidad de los co>mponentes

purilicadlos cii el presente estuolio. se ha llevado) a cabo> mediante la

realizaciónole pruebascutáneaspor el méto)dlo>oíd ‘Prick—test’,
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La banda de 48 kDa, separadadel polen de 1987 medianteexclusión

molecular,fue ensayadaa unaconcentraciónde 3 Vg/ml en PBS.

Los componentesseparadosa partir del polende 1991, seensayarona dos

concentracio>nesdiferentes:

Fraccionesreco>gidasmedianteintercambioiónico:

— Fracción56 (componentede 27 kDa)seensayóa 35 Vg/ml y a 3,5

~g/m1.

— Fracción59 (compo>nentede 48 kW) se ensayóa30frg/mlya3

— Fracción65 (compo>nentede 30 kDa) seensayóa 26.5 ng/ml y a

9 6 gg/nil.

El componentede 48 kDa, recogidoen las fracciones57, 58 y 59 en la

cromato>grafíade exclusiónmolecular,fue ensayado>a una concentraciónde

20 kg/ni1 y 2 Vg/fil.

Las muestrasseconcentrarony cambiaro>ndesolventeácidoa PBScon un

<),2 % de albúminahumana,mediantecentrifugación,empleandoun sistema

concentradorde la casaAmicon (centrico>n 30) que poseeuna membranadel

tipo YM.

En todoslos casosseutilizó co>mocorntrol positivo clorhidratode histamina

(de Bencard)a unaconcentraciónde 10 mg! ni y comocontrol negativouna

soluciónsalinaal 0,9 <Y~

El test se llevó a cabo por duplicado (ambos brazo>s del paciente),

valorándoseel resultado>a los 15 minutos de evoilución de la reacción. Se

miolió el tamañocíe las pápulasclesarrollatías,aplicando>sobreéstasuna cinta
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adhesivay marcando>el contorno)de las mismascon un ro)tuladlor. El áreafue

estímatloso>brepo>niendlo>las marcasen un papelmiliníetraclo> y co>ntanolo los

níilímetros cuatíradosincluidos en 1o)s contorno>s. Los valoresexpresadosen

los resultadosSO)13 la medliaole las valo)racio>nesole ambosbrazos.
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Paracono>cercómo libera el po>len del centenosus proteínasy alergenos

duranteel procesode incubación,se han realizado en el presentetrabajo>

varios estudios.Todosellos sebasanen la comparaciónde los componentes

extraídosmedianteunaincubacióncontinuada(extractototal) con los que se

rcco)gen, a tiempo>s intermedios,en o>tro procesode incubaciónrealizadoen

paralelo> (extractos a tiempos parciales).La selección de los tiempos de

extracciónse hizo teniendoen cuentalas característicasbotánicasdel polen

de centeno>y su co>mportamientoen un medio acuoso.

Las incubacionesse lían realizado) con diferentes tamponesy se ha

analizado>el comportamientode pólenesreco>gidospo>r un mismo> recolector

en diferentesaño>sy depólenesdediferentessuministradores.

4.1 INCUBACIONES EN TAMPON FOSFATO

4.1.1 Pólenes dei. A. <Jiménez, recolectados en 1987

De acuerdocon lo descrito)en material y métodos, los extractos to>tales

(EF) de esto>sprimerosestucliosseprepararonIncubandloel po>len de centeno

durante10) horas.Los extracto>sparcialesseobtuvieronrecogiendo> la proteína

extraídamediantecentrifugación,y resuspendiendo>de nuevo) el polen,a los

siguientestienípo>s: 1, 5 y 30 minutos, 1, 2, 4, y 19 ho>ras (extractosEl, ES,

EM). Elh, ¡21>, EM>, y El9h respectivamente).

Se obtuvo ademásun tercer extracto>. rompiendo el polen mediante

so>nicación(ES), con objeto de co>mparar las proñeínassolublesque co>ntenía

el po)len y las o¡ue seextraíandurantelas incubacio>nes.Paraello) se preparó
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una suspensiónde la misma forma que las anterio>res,e inmediatamente

despuésfue sonicaday centrifugadarecogiéndoseen el sobrenadantelas

proteínasliberadas.

4.1.1.1 Recuentode pólenesrotos

En el estudio se ha tenido en cuentala po>tencial rupturade los pólenes

duranteel procesocíe incubación,hechoque pro>duciríala liberaciónde sus

proteínascitoplasmáticasal medio, mo>dificanclo> por lo> tanto los resultados.

Por estarazón, al final de cadaextracciónse realizó, mediantemicrosco>pía

óptica,un recuento>de los pólenesrotosque habíaen el sedimentorecogido>.

En la tabla 4.! se muestranlos resultadosdel recuentoen cadauna de las

extraccionesrealizadas. La baja proporción de roturas refleja que las

proteínashan sido liberadasal medio segúnsu cinética de emisión y no

porquelos pólenesse hayanabierto>.Tambiénseo)bservaque a lo largode las

incubacionesa tiemposparciales,la propo)rci~n de pólenesroto)s es similar a

laquesepro>ducedurantela incubaciónco>ntinuada.Esteresultadoindicaque

el procesode obtenciónde extractosparciales,no incrementael númerode

roturasde pólenes.

El recuento>realizado)en el sedimentoobtenidoen la extracciónmediante

sonicación, mostró un alto porcentaje de pólenes rotos. Según esta

observación,se habríanextraído la mayo>r partede las proteínassolublesdel

polenincluidas las localizadasen el citoplasnía.
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Extracto Proteínaextraída Porcentaje ¡ Porcentaje de
valorado (enmg) ¡ respecto al total pólenesrotos

ES 5.37 ± 1.1<) —. 92%

ET 5.05 ±0.80) lOt> % 8%

El LiS ±0.21) 22.8% ¡ 2%

ES 0)81 ±0(1’) 16.O’0 ¡ 2%

E30 0.76 ±0>. 13 15.0 ¡ 6%

El fi 041) ± 00.5 8.0% 6%

E2h 0.40 ±0.03 799 ¡ 7%
E4h 0)34 ± (>08 6.74 7%

ill9li 0.87 ± 0)18 17.2% 7%

TABLA 4.1

Resultados de la valoración de proteína en los extractos obtenidos mediante incubación
ininterrumpida del polen del centeno (El) ya tiempos parciales (El, E5, EM>, Elh, EZb. E4h
y EI9li}, y mediante sonicación del polen(ES). Los resultados son la media (le 8 experimentos
t desviación estandar media. En caola uno ole los extractos se muestra el resultado del
recuento (le pólenes rotos realizado en el correspondiente sedimento, expresado en

4,1.1.2 Liberacióndeproteínasal mediode incubación

Lo» resultado>sole la valo>raciónde pro)teínaen los diferentesextractosdel

estudio>,se describenen la tabla 4.1. Se observaque la cantidadde proteína

liberatiapor el po)len durante¡9 ho>rasole incubaciónininterrumpida(ET), es

la mismaque la obtenídlapor rupturadel polenmediantesonicación(ES).

Cuandosecomparanlas cantidadesde proteínaquese han ido recogiendo

durantelas incubacionesa tiempo>sparcialescon la extraídaen [a incubación

co)ntinuaoIa,observamosque: el 38.8 ¼del to>tal se libera durantelo>s cinco
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primerosminuto>s de incubación,un 15% se libera durantelo>s siguientes25

minutos y la restanteproteína emitida (39.8%) sale del polen entre 30

minutosy 19 horas,cadavezen menorproporción.Debehacersenotarquese

recogeun 6.4% meno>sde proteínamedianteextraccionesparcialesque en la

extracciónno> interrumpida.

El estudioanalíticode los componentesproteicosde los extractos,se llevó

a cabo medianteelectroforesisen geles de poliacrilamidaen presenciade

detergente(51)5). Los resultadosobtenidosse muestranen la figura 4.1.

Comparandoel perfil electroforéticodel extractototal, conel de cadauno de

Lib’ E2h~ E41<E191V ET
— ¡ — — — . — ¡— — e

*0

1

PM(kDa)
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67
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20.1 ¡

t4A ¡
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Figura4. 3.

Estudio comparativo mediante SDS-PAGE de las proteínas de los extractos
parciales (El, ES, £30, Elh, E2b, E4b y £1910 y del extracto total (El). Se
sometieron a electroforesis ~0 Vg de cada fracción y la tinción se realizó con
CHIS- RiSO.
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4.1.1.3 Identificaciónde _____________________

alergeno>s _____________________

La determinación del

momento> de la incubación _______________

en que se liberan los __________________

alergenos del polen en

estudio, se realizó ___________

mediante la técnica del _____

‘Dot-i mmunobi nding’,

valorando> ~a unión

específica de 1gB a las

proteínasde cada uno> de

los extractos parciales ___________________________

obtenidos.En el estudiose

ensayaronindividualmente

18 sueros de pacientes Figura4.3

alérgicos al polen de Representacióngráfica de la unión especitica de

centeno>. Lo>s resultado>s ¡gE a las proteínas de ¡0)5 extractos parciales y total,
obtenidos por incíibac¡on del polen de centeno. La

(figura 4.3), ponen de valoración st’ realizó mediante la técnica de

manifiesto que a pesardel Dot-imn¡íinohinding

alto> porcentajede proteína

extraída durante los 5 primeros minutos, el contenido alergénicoen los

extractoses bajo>. Esto podíasuponerque las proteínasde pesomolecular

inferior a 28 kDa, que son lo>s componentesmayo>ritarios liberadosen lo>s

primerosperiodos,no) fueranalergénicas.El incrementoen reactividadde las
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resultados(figura 4.4) confirmaron la suposición:los componentesde bajo

pesomolecularno fueron reactivos,mientrasque aquellosde 28, 33, 48 y 67

kDaunieron¡gE de fornía específica.

De acuerdo> con todo> esto, los alergenosdel polen de centeno> son

proteínasde pesomolecularsuperioro igual a 28 kDa, las cualesse extraen

del polen, en mayorproporción, despuésde los cinco primerosminutos de

incubación.

4.1.1.4 Cromatografíade intercambio)íónico

Los primerosestudiossobre las característicasde cargamolecularde las

proteínas extraídas del polen de centeno se hizo) analizando) su

co>mpo>rtamiento>enunaco>lumnade intercambio>anionico>.

Teniendoen cuentalos resultadosobreemisión de proteínasy alergenos,

se reahzarondos extraccionesconsecutivascon el mismopolen.La primera

extracción contenía la proteína liberada por el polen durantelos treinta

primeros minutos de incubación en tampón fosfato (extracto E30) y la

segundalasproteínasqueseliberaron entre3<1 minutosy 19 horas(extracto

E30-19). Ambos extractos fueron subfraccionados, bajo las mismas

condiciones,en una coflumna de celulosaDEAI-32 deWhatman.En la figura

4.5 semuestransus respectivosperfilesdeelución.Se observaque el número>

de picos recogidosy su distribución es igual en 10)5 do>s procesos.Este hecho>

refleja que la afinidad de los componentesde ambos extracto>s por lo>s

radicalesde la columnaessimilar. Sin embargo,la proporciónde proteínaen

los picos 1, 2, 7 y 8 co>n respectoa los otros picos, es mayoren el extracto)

E3<)-19 que en el E30. Si seconsideraque la cromatografíase realizó en un

CAP: 4 PÁG.: 8
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tampón a pH 8, estos resultadosindican que despuésde 30 minutos de

incubación,las sustanciasliberadaspo>r el polen so>n mayoritariamentebásicas

y ácidas,mientrasquelas neutrasseencuentranenun pequeñoporcentaje.

La detecciónde alergenosen los distintospico)scro>matográfzcosse realizó

mediantela técnicadel ‘Dot-immunobinding”. valorandola IgE específica

que se unía a las pro)teínas de cada uno> de ello>s. El ensayo se realizó

individualmente, con cada uno de los sueros de lo>s 18 pacientes

seleccionados.En esteestudiono se consideraroncomo> independienteslo>s

picos 5 y 6 eluidosdel extractoE30-19 porel alto solapamientodeambos.

Los resultadosindicanque la mayor pro>porciónde alergenosseencuentra

en las fraccio>nes más básicas die amho)s pro>ceso>s, aunque so>n

significativamentemásreactivaslas del segundoextracto> (figura 4.6). El pico

7 del primer extractono unió IgL específica.mientrasque en el equivalente

del segundo>se detectouno> de los valo>res máximos, particularmentecon el

suerodel pacientenúmero 11. Estedato> refleja que hay algúnalergenoácido

queseextraedel polendespuésde 30 minutosde incubación.Los picos3, 4, 5

y 6 unen cantidadessimilares de IgE en ¡0)5 dosextractos,pero siempreco>n

valoresmuy inferioresa los de los picosbásicos.

El estudio> analítico de las proteínasde cadapico se realizó mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida. en presencia de SDS. Lo>s

resultados, se muestran en [a figura 4.7. Con respecto a las bandas

mayoritarias,se observaque la bandareactivade pesomolecular67 kDa se

recoge en el primer pico> de ambos pro)ceso)s,lo) cual indica que es una

proteínabásica.
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La banda de 48 kDa no se detecta claramente en ninguno de los pico>s.

Cabepensarque estabandaestéformadapo>r variasproteínascon el mIsmo

pesomoleculary diferentecarga,las cuaJessereco>gerfanen diferentespicos.

Debido a la pequeñaproporción en la que se encuentraesta bandaen el

extractode partida, el desdoblamientoen varios componentespuedeser la

causadequeno> sevisualice.

Las bandas con movilidad próxima a 3<) kDa se encuentran en

prácticamentetodos los picos de ambo>sprocesos,pero> en el primerpico del

extractoE30-19,hay do>s bandasen unaalta pro>po)rci~n,mientrasqueen el de

los demássolo hay una, condiferentesmovilidades.Se observaque en el pico

7 del extracto>E30-19hay un aumentode tinción en los componentesde peso

molecular30 kDa, con respectoa la detectadaen el mismopico del extracto

E30. Es posibleque el incrementopuedaestaraso>ciadocon el aumentode

alergenicidaddetectadoen el pico> 7 del extracto>E30-19.

Las proteínasde nieno>r pesonio>lecularse eluyenen una alta proporción

en todos los picos del extractoE30.

Todos estos estudio>s reflejan que la segundaextracción contiene una

mayorproporciónde alergenos.El paralelismoencoxitradoentrelos picos de

elución y entre los perfiles electroforéticosde los componentesde ambos

extractos,sugiereque algunosalergeno>sdel extracto> E30-l9 han comenzado>

a serextraídosantesde los 30 minutos,po>r lo> que tambiénseencuentranen

el extracto>E30.

A la vistade estosresultadosserealizóun nuevodiseñodeextracciónpara

conocer corno se liberaban las proteínas entre 5 y 30 minutos. Las

interrupciones de la incubación en este nuevo> diseño> de extraccion se
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sucesivosestudio>slos tiemposde las extraccionesparcialesfueron: 1, 5 y 15

minuto>s y 1, 4 y 19 horas.

4.1.2 PólenesdeAllergon y Sigma

En la faseinicial del presentetrabajo,seutilizaron indistintamentepólenes

de dos lotes diferentesque no mostrabanentresi diferenciassignificativas.

Ambospóleneshabíansido> recolectadosen el año 1987 y servidosen el año

1988 con onois mesesde diferencia,Ante la imposibilidad de que el mismo

suministradlo)rproporcionarala cantidadde polen necesariapara un estudio

preparativo), se soilícitaron pólenes a dos casas co>merciales diferentes:

Allergo>n y Sigma.El primero de aníbos,sunlinistrapólenesa una granparte

dic los laborato>riosfarmacéuticoseuro>peo>sparala preparacionde vacunasy

extractostic tliagnostico.

El comportamiento>de estospólenestiuranteel proceso>(le incubaciónen

taínpon fosfato>, fue estudiado> de forma análo>ga al po>len anterio>r. Se

o)btuviero)n extractos totales y parciales incubantio>, simultáneamente,los

po>lenesde los tressuministradores.

Los resultado>sde la valoracióntic proteínasen los extractosasí obtenidos

(tabla 4.11) muestrandiferencias entre las cantidadesrecogidas de los

diferentes pálenes,destacando>como> muy alto el valo~r de las primeras

extraccionesdel polen tle Allergon. El intenso> co>lor amarillo> de estas

extraccíoínesreflejabatambiénun alto) co>ntenidoen pigmentos.
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Extracto
Valorado

Polende ¡ Polendc Polen de

Sigma ¡ Allergon J.A.i iménez

ET

El

ES

E15

EIh

E4h

Eloh

4.25 7.5 ¡ S.J

1.95 ¡ 4.2 ¡ 1.6

0.62 0.99 ¡ 0.63

0.44 (1.5! ¡ 014$

0.51 , 0.51 ¡ 0.63

0.50 0.59 0.74

0.68 :~ X82 ¡ 1.15

TABLA 4.11

Resultados de la valoración de proteína, realizada por el
método de Lowry, en los extractosparciales y totales obtenidos a
partir de pólenes de diferentes suministradores.

El análisis electroforético>de los a>mpoínentestle los extractospreparados

enesteestudio>,pusodemanifiestoque existíandiferencias~.significativasen la

cinéticasde emisiónde susproteínas(figura 4.9). En el polen deAllergon se

observaqueaunquelas bandasmayoritariassonsimilaresa las de los pólenes

del año 1987, no mostrabanen cambiodiferenciasen susperiodosde emisión,

liberándosetodasa lo largo de todo el proceso.Los resultadosdel mismo

estudiocon el po>len suministradopor Sigma,indicaronque en estepolen las

cinéticasde emIsIo)n eranmuy similares al polende partida. Estosresultados

sugeríanque en estos dos pólenes se llevan a cabo> los mismo>s procesos

botánico>s,mientrasque enel de A]lergorn sondiferentes.
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Las diferenciasexistentesen el número de pólenesrotos justificaría los

altosvaloresde proteínade los primerosextractosdel polen deAllergon y la

deficiente hidratación refleja la no recuperaciónde las características

osmóticasde la membranacitoplasmática.

4.1.3 Pólenes dei. A. Jiménezrecolectados en 1991, 1989 y 1987

Coincidiendoestemomentodel estudio> con la épo>cade flo>ración de las

gramíneas,el suministradordel polen de partida dispusode las cantidades

requeridas.Segúnel propio> recolecto>r,en la preparaciónde estepolennuevo>

se había seguido un protocolo diferente de desecaciónque mejoraría su

conservación.Además,suspólenescumplíanlas especificacio>nesde partesde

plantasy co>ntarninantesrequeridaspor la LUIS. El buen estadodel nuevo

polenpermitióobtenerextractosde unaalta calidad.

Como más tarde se verá, los extractos obtenidos con el nuevo> polen

mostraro>n unos perfiles electroforéticos muy nítidos, apreciándo>se

diferenciasen las cantidadesde proteínaextraíday en su forma de liberación

durante la incubación. Esta variabilidad otservada entre [os extractos

obtenidosa partir de diferenteslotesde pólenespodíadebersea diferencias

botánicas, no)rmalesentre pólenes recogidos en diversos años, o bien a

modificacionesproducidasduranteel proceso>de conservación.Teniendo>en

cuentaque la calidad del materialdepartidadeterminala calidaddel extracto>

alergenicopreparado,estudiamosel posibleorigende estasdiferencias.Para

ello> se hizo> un estudio> co>mparativoentre los extractosparcialesy totales

o>btenidosen tampónfosfato>, segúnel proto>colode uso en el laboratorio,de

los siguientespolenes:
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• Polen 1, recolectadoen 1987 y conservado>enneveracondesecante

• Polen 2, recolectado)en 1987 y tras un breve perio>do en neveracon

desecante,congeladopordebajo)de -2(10C

• Polen3, recolectadoen 1989,y conservado>comoelpolen2

• Polen4. recién recolectado(1991),y unavez desecado,conservadoen

la neveraco>n desecante,durante15 días

No> se pudo dispo>nerde los pólenesde las cosechasde fechasintermedias

po>rque el suministrado>r50>10) co>nservauna pequeñamuestrade pólenesde

año)salterno)s.

Todos esto>spólenes habíansido> recogidosy procesadospor el mismo

recolecto)r,se habíancosechadoen zonaspróximasy pertenecíana la misma

variedad de plantas.Tan so)lo> diferían en que el polen de 1991 se había

desecadlo)con un nuevo> pro)toco>lo). To>tk> ello> podía contribuir a disminuir

dilerenciasbotánicasdebidasal tipo) dIC polen.

4.1.3.1 Control dle roturasdepólenes

Análogamente al primer poilen estudiado, se analizaron

microscópicamentelos sedimentos recogidos sin detectarseroturas por

chotínc o)smotico).

Los resultados electro>fr>rético>s t>btenidos co>n los extractos del polen nuevo>

sugeríanun buen estado> tic co>nservaciónde éste. Si un po>len de centeno

co)nservalas característicasde sus membranasen buen estado>,la hidíratación

in vitro con aguadestilada,induceel choqueo>smótico>de la célulavegetativa,

y el l)o)len se abre po>r su zo)na más débil, la apertura.En la figura 4.13 se
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4.1.3.2 Liberacióndeproteínasy alergenos

Los resultadosde la valoración de proteínasen los diferentesextractos

obtenido>sen este estudio> comparativo>(Tabla 4.111), muestranque a nivel

cuantitativo>, la emisiónde proteínasessimilar entre los extractosrecogidos

de lo)s tres pólenesconservados,mientras que el polen nuevo libera sus

proteínastie diferentemanera.Se observóque con el polen nuevo>, es men>r

la cantidad de pro>teina recogida en los extractosde 1 minuto, 4h y 19h,

mientrasquela cantidadseincrementaen las extraccionesde 5 y 15 minutos.

TABLA 4.111

Resultados de la valoración de proteína, realizada por el método de
Lowry. en los extractosparciales y totales obtenidos a partir de cuatro>
lotes ole pólenes de un mismo recolector. También se incluyen los
resultados de la valoración de los extractos obtenidos, con el mismo

íuí’otocol>, a partir del polen de 1991, un año después de su recolección.

Extraetí, i Polen - ¡
Poleo - ¡ oleo ¡ Poleo ¡ 1-ole,,

~alorado ¡ 1987 1987 989 ¡ 1991 1991
nevera) (o ogelado) (congelado) - (reciente) 0~ año 0ev.)

El ¡.57 1.65 ¡.37 0)72 [¡ 1)64

ES 0.53 0.50) 0.59 0.81 0.71

FIS ¡ 0.38 0.33 0.43 0.71 0.63

FUi 0.46 ¡¡ 0.40 0.44 ¡ 0.39 - 01.46

E4h ¡ 0.6<) 0.5<> 0.45 0.27 ¡ 0.26

ElQb 0.88 ¡ 0)75 1-1.71 01.48 - 0.48
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En el estudio>electrofo>réticode 10)5 extracto>sreco>gidoscon los cuatro)ti1)o)s

de polen,seobservandiferenciasen la composiciónentreaquellosdel po>len

nuevoy los de los conservados(figura 4.14). Así, la bandade 67 kDa no está

claramentedefinida en ningunode sus extracto>sy sedetectannuevasbandas

entre los co>mponentesde mayor pesomolecular.Tambiénse observauna

mayornitidezde las bandasque seobtienecon los extractosdel polen nuevo,

lo cual permite distinguir con mas claridiad el número> (le bandasque lo>s

co>mponen.

También se detecta una mo>dificación en la cinética de emisión de

proteínas.A diferenciadel polenconservado>,en las primerasextraccionesdel

polennuevo),hay un mayorporcentajede las bandascon niovilidad cercanaa

30 kDa,mientrasque en los extractosfinalesel porcentajeesmínimo.

Los resultadosde la valoraciónde proteínasen los extractosdeun minuto

de incubacióny lo>s perfiles electro>fowéticosde sus compo>nentes,parecen

contradictorios.Así, mientrasque los datosdel método>de Lowry reflejan una

menorproporcionde proteínasen el extractodel polen nuevo,en el patrón

electroforéticose o>bserva, en cambio, un mavo)r número de componentes

extraídos.Aunque el método dic Lowrv lía sido) descrito> co)mo> un l)tlen

métodoparavalo>rar el convenidoproteico> en extracto)sde pólenes(1-logneet

«1, 1989).puedeno estarexentode interferencias.Valo>rarnosnuevamentelos

extracto)s metliante otros tres méto>do>s diferentes: Bradfo>rd, relación

densitométrica28<)/26<)y relacióndensitométrica23<1/260.

En. la tabla 4.1V se muestran10)5 resultadosde las cuatro)valo>racio>nes.En

ellos set>bservacíne las may(>restliferenciasen la valoraciónde proteínaspor

los diferentes métodios se pro>ducen en los extracto)s de un minuto) de
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incubación y en los extractos totales. Cabe destacarque la cantidad de

proteínavaloradaen los extractosdel primer minuto mediantela relación

densitométrica280/260esdiezvecessuperiora la estimadacon el métodode

Bradford. En el resto> de las extraccio>neslo)s resultado>sobtenidospor lo>s

cuatro) métú>tlo>ssonmáshomogéneo>s,destacando)el paralelismo)encontrado

entre el méto)do) de Lowry y la relación densitométrica260/230. Co>n el

métodode Bradfordse obtienenlos valoresmásbajosy podríasuponerque el

métodoinfravalon-a la cantidadreal de proteínaque contienenlos extracto>s.

La relacióndlensitométrica280/26<)esmuy irregular,asíparecesobrestimarel

contenidoproteico de las tres primerasextraccionesde los pólenesviejos,

mientrasque en & extractode un minuto) del po)len nuevo> el mismo méto)do)

dio) un valo>r negativo> y en lo>s extractos de cinco y quince minuto>s la

valoraciónpareceinfraestimarlacantidadde proñeína.

A la vista de esto>s resultado>s,el método de Lowry fue empleatk>para

valoraciónde proiteinasen el resto del estudio, pero> siempreteniendoen

cuentalas po)siblesinterferencias.

El estudiode la alergenicidadde los extractosobtenidosa partir de las

cuatro clases tIc polen, fue realizado) mediante la técnica del ‘Dot-

immunobinding”valorando,en un mismoensayo).la ¡gE específicaque seune

a sus compo>nentes.

Los resultatlo>s sugieren que en el polen nuevo>, las pro)teínas más

alergénicastambiénposeenun peso>nioflecularcercano>a 30 kDa (figura 4.15).

Así los extracto)smás reactivosdel polen nuevo> fueron los de 15 minutosy 1

hc>ra, que son los que co)ntienen una mayo>r pro)porcion de bandasco>n

mo>vilidad cercanaa 3<) kDa y un bajo> co>ntenido en las de meno>r peso

CAP: 4 ivxc,.: 26



RESULTADOS

Polen 1987

Itxlrac(o

\/alorado

L - D¿>=3c¿ Dtts<,
¡

¡ CBB
¡

EJ 1.50 J.00 -¡ 2,3’) 0.23

ES ¿>58 0.57 ¡ 0.98 ¡ 11.31

ES 0.38 — 0.37 0.60 1>24

E lb <¿.50> 0)43 0.47 0.33

54 0.72 - <1,58 ¡ 066 0.38

El Gb 092 o).78 (>4 0.46

ET 4.4 -~ 2,65 4.66 -~ 1.21

Po>len 1989

Exí octe L DO)i30í DO >280 — CBB

VW<>r~ult,

El 1.49 1.05 4.82 ¡ 0.4>

ES 0.58 0.55 1.2<) 0.33

E 15 0.44 0.35 0.80 0.31

El h 41.46 0.38 01.5’) 0.36

E4b ¿1.48 0.47 0.71 — <4.33

Mit 4)5<) 0.65 ¡¡ jas 0.37

ST 4.28 - 2.72 ¡ 6.92 1.36

Polen1987 congelado

lZxl,acio L DO)=31,JD(>=so
¡ ¡

CBB

El 1.60 1.39 ¡ 2.19 0.35

ES 0.42 ¡ <1.55 ¡ 0.85 0.29

FIS

Fui

E
4Ii

0.34 0.36 ~¡0.5>

0.44 ¡¡ 0.44) 0.40

0.56 ¡ 01.55 ¡ 0.34

0,26

0.29

0.32

E19h

ST

0.72 ¡ 0.67 0.81

{00 ¡ 2.58 ¡ 5.08

0.37

1.21

Polen 1991

Extracto
valOrudo

L D0=3H1)028<)
¡

(ÁBE

El 0.72 1.0)8 - VN ‘-~ 0.44

ES 0.80> 01.94 - 0.53 0.47

E15

EIh

0.72 039 ¡ 0.51¡

0.42 Q53¡ 0.38

0.42

0.3!

E4b 0.30 0.4> ¡ 032 j 0.21
E 1Gb 0.54 1.04 0.99 ¡ 0.31)

Ef 3.52 ¡ 4.65 2.54 2.4)8

TABLA 4.1V

Resultados de la valoración de proteiiias en los extractos totales y parciales obtenidos de
cuatro lotes diferentes de polen de centeno <suministrado por .1. A. Jiménez) mediante los
siguientes ínétoolos: L = método de Lowry; 1)0=3,) relación densitométrica 23<)1260;
DObsu relación densítornétríca 280/26(1; CRIS = métooloí de Bradford. VNVaIor negativo
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Aunque [0)5 resultadoso>btenidosco>n lo>s extractosrecogidosa partir de lo>s

pólenesco)nservadosmuestranentreellos una alta semejanza,los resultados

electro>fo>réticosy del ‘Dot- immuno>binding” de los extractosdel polen del

año) 10)89, po)dríanconsiderarsecomo> intermediosde los o>btenidos con los

extracto>sde lo>s polenesdel año> 1987 y los dlÉtl año> 1991.

Los l)~lenes de Allergon y de Sigma pro>cedende distintos países,y han

sido reco>lectado>smediante procedimiento>smuy diferentes a los de los

pólenesespaño)les.A pesar de ello>, lo>s perfiles electroforético>sde sus

extractosso>n parecidosa 10)5 obtenidoscon extractostie pólenesreco>lectados

en 1987 y 1980), mientrasque difieren con los de lo>s extraídosdel po>len de

1991. Io>tlo)s esto)s dlato>s sugierenque las diferenciasobservadasse debena

motlificacio>nesproducidasen lo>s pólenesdurantela etapade conservación,y

10) a variacionesbotánicasentrelo>s pólenesde tiiferentesano)s.

Despuésde un año> de co>nservación en la nevera,se repitieron las

extraccíonesdel polen recolectadoen 1991. Los resultadosdel contenido

pro)teico> (tabla 4.111, mostrada anterio>rmente) así co>íiio> los perfiles

electroforéticos(figura 4.16),sonsimilaresa los primerosque se obtuvieron

co)n este mismo po>len natía más ser suministrado).Este resultado>pone de

manifiesto que el po>len no) se había alterado> dtirante el perio)dlo) de

coinservacío>n.Teniendo en cuenta que el po)len había sido desecadoen

condicionesmás ventajosas,este nuew> dato sugiere que las diferencias

o>bservadaspueden deberse al méto>do tie desecación seguido> para su

co>nservacío>n,másqueporel perio>tlo> 0) fo>rma tie almacenamiento>.
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4.2 INCUBACIONES BA.j() DIFERENTES CONDICIONES DE PH

Se ha descrito>que el pH del medio de incubacióntieneinfluenciasobrela

proJ>o)rci~nde proteínasque se liberan del polen, así comosobrela cinética

de emisión de algunosalergenos(Marsh U al, 1981; Larsen, 1991). Los

primero)sauto>resencuentranen el polende la ambrosía,que a pH ácido) so>n

extraído>s favorablementealgunos alergenosbásicos, mientras que a pH

básicoseextraenmásfácilmente[osácitlos.

Lois resultadosde la cromato)gratlade intercambioiónico, realizadaen el

estudlio) de carganio>leculardle los alergeno>stíel poflen de 1987, mostrabanun

bajo powcentajedic co>mponentesneutro)s. [eniendo en cuentalos resultados

de Marsha al (1981)antescitados,la utilización de un tampón neutro>en la

íncubación,po)día haber determinado)la baja proporción de componentes

neutroso )btenitía.

Paraco)nocersi el pH del medio) influía sobrela emisión de proteínasy

alergenosdíel polenen estudio,serealizaro)nextraccionesto)talesy parciales

medianteincubacióndiel polen en tres comdicionesde pl-! tliferentes:ácida

(glicina CIH 1<) mM, 150 mM CINa, pH 3), neutra (PO4HNa2-PO4H2K

10 mM, 15<) mM CINa, pH 7.4)y básica(CO3HNa-CO3Na2 1<) mM, 15<) mM

CINa, pH II)>.

En el esiLidio) se ha tenido en cuentaquedurantela incubación,el polen

ibera determinadassustanciastampo)nantescapacesde modificar el pl-! del

medio. Por esta razón se ha medido el pl—! en cada uno de los extractos

preparadios.

CAP: 4 PÁG.. 31



RESULTADOS

4.2.1 Estudios realizados con pólenes de 1987

4.2.1.1 Cambio>senel pH del medio>inducidospo>r el po>len

LosvaloresdepH de cadauno de los extractosreco>gidosen esteestudio>se

muestranen la tabla 4.V columna B. Comn respecto>a los extractosto>tales, se

observaque los pH iniciales de los tamponesglicina, fosfato> y carbonato>(3,

7.4 y 10) han sido> modificadosa 4.5, 5.4 y 7.6 respectivamente.Las mismas

mo>dificacionesse observaro>nen Jo>s extractosparciales de un minuto) (le

incubación.En las extraccionesposterioresseobservóqueel pH del tampón

de partidase mantuvo invariableen las incubacionesrealizadascon tampón

fosfato y carbo>nato>, mientras que en las de glicina fue constantemente

cambiadoa pH 5. Estosresultadosreflejanque el cambiodepH observadoen

los extractos totales tuvo> lugar duranteel primer minuto de incubación,

permaneciendo>en esascondicionesde pH las 2<) ho>rassucesivas.Segúnesto,

el pH medido>en los extractostotalesdebede ser consideradocomo> el pH

real de incubación. Estos resultados muestran, además, que el

comportamiento>del po>len enel extractototal no puedesercomparado>con el

comportamiento>en las extraccionesparciales,ya que so>lamentelo>s extractos

deun minuto seincubaronen las mismasco>ndiciones.

4.2.1.2 Liberacióndeproteínas

La cantidadde proteínaliberadaporel po)lenen las extraccio)nesllevadasa

cabo en esteestudio>,se exponenen la tabla 4.V columna A. Los extractos

totales o>btenido>s en tampón ácido> y neutro>, contienen prácticamentela

misma co>ncentraciónde pro>teína. mientras o1ue en el tampón básico se
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Extraen

valorado

GLICINA (pH3)

A E

¡ FOSFATO) ~

¡ A E

CARBONATO (pi-lID)
A B

ET 45 ± 0.31 4.5 4.24 ± 0.23 ¡ 5.4 3.90 ± 0.03 7.6

El

ES

1.42

0)46

±

±

0.11 ¡
¡

0.<)4

4.5

5.0)

¡ 1.20) ±

-

¡ <1.54 ±

0.09

<1.0)5

5.4

7.3

11$ ±
¡
¡ 0.59 ±

0.19

O. lO

¡ 7.6

9.5

FIS 0.27 ± 0.08 -~ 5.0 035 -- 0)02 - 7.3 ¡ 0.45 * O 09 ¡ LO.

El h 0. MI ± 0.0)4 : 5.0 <1.42 ±0.04 ¡ 7.3 ¡ 0.53 ± 0.08 10.

E4Ii 0,4S ix 01.0)6 ¡ 5.0 0.53 ±0.06 7.3 01.58 t 0.10 10.

E2Oli ¿145 0.11 5.0) ¡ 0.18 ±. 0.08 ¡ 7.3 0.83 ±0.03 j 10.

~.E5-E20h 193 - ¡ 2.62 2.98 ¡

TABLA 4.V

Resultados de la valoració¡i de proteína pu” el método de Lowry (columna A) y de la
medición de pH <columna 8> en los extractos totales y parciales obtenidos por incubación del

Polen del centeno en tres tampones diferentes. Los valores son la media de tres experimentos.
t (lesviacion estáíídar media. YE.5-E2Oh representa la suma de la proteína extraída en kas
extracciones parciales recogidas después de un inmuto de incubación.

o>btiene la meno>r cantidad(14.4% menoscon respecto>a glicina>. Duranteel

primer minuto> de incubaciónse extraen [.42 mg, 1.20 mg y 1.48 mg en los
tampo)nesglicina, fosfato y carbo>natorespectivamente,representandoel 31.5

9k 28.3 % y 37.9% de la proteína extraída en el extracto total del

co)rrespo>ndlientetampón. Comparantio>la cantidadde pro>teínaqueselibera

despuésdel primer minuto> y hasta el final del proceso (xE5—E2flh),

o)bservamo)squeen las incubacionescon tamponcarbonato>sereco>ge1.05 mg

masde pro)teínaque en glicina y 0.36() mg ínás que en tampón fosfato.Esto>s

resultatlos reflejan que en condiciones básicas se obtiene, mediante
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Con respecto al momento en que se liberan las diferentes proteínas, se

observa que mientras en tampón fosfato la banda cíe 67 kDa tiene un máximo

de emisión en los extractos de 4 y 20 horas, en carbonato la proporción es alta

desde el extracto de 1 hora hasta el final del proceso. En tampón glicina se

extrae en una proporción muy inferior a la de los anteriores tampones, con un

posible máximo en el primer minuto. La banda de 48 kDa también muestra

diferencias en su cinética de emision. observándose un máximo en los

extractos de 1, 4 y 20 horas en tampón glicina. y en los de 1 y 4 horas en

tampón carbonato y en fosfato.

4.2.1.3 Liberación de alergenos

Las proteínas de los extractos recogidos bajo diferentes pi—is de incubación

fueron separadas mediante eiectroforesis en geles de poliacnlamída en

presencia de SDS y posteriormente electrotrausferidas a una membrana de

nitrocelu)osa. La incubación de estas membranas con sueros de pacientes

alérgicos al polen del estudio, mostró que las bandas de 28, 33, 48, y 67 kDa

son reactivas en las diferentes condiciones de extracción <figura 4.19). Se

observa también que una banda de 81 kDa muestra algo de reactividad en

tampón carbonato. La no detección de esta banda en el patrón electroforético

puede representar que se encuentre en una pequeña proporción y que sea

muy alergénica. Análogamente con la emision de alergenos en tampón

fosfato, los primeros minutos de extracción incluyen la menor proporción de

bandas reactivas. A medida que el proceso avanza se va incrementando eJ

número de componentes alergenicos frente a los no alergénicos,

observándose que en tampón glicina los extractos recogidos entre 4 y 20 horas

solo contienen bandas reactivas. Los extractos equivalentes, preparados en
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tampón fosfato, contienen más componentes no reactivos que en los del

tampón glicina, y en los preparados con tampón carbonato la proporción es

todavía mayor.

4.2.1.4 Incubaciones con cambios consecutivos de tampón

Los resultados de extracción de proteínas y alergenos, bajo diferentes

condiciones de incubación, sugieren que hay proteínas que no han sido

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

ácido. 1=1diSCflt) de un nuevo protocolo de extracción, confirmó la suposición.

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

ácido en dos procesos paralelos. En uno de ellos (polen 1), después de 20

horas cte extracciones

ácidas, se realiza una

extracción neutra y ___________________________________ ___________________________

posteriormente una

básica. En el otro

polen (polen 2), se

realizan las mismas

extracciones pero

todas ellas con tampón

glicina. En la tabla

4.VJ se muestran los

valores de proteína de

los distintos extractos

obtenidos en este

nuevo pro tocolo de

A> Resultado de las valoraciones de proteínas (en mg/mi)
realizadas en los extractos recogidos en la incubación con
cambios consecutivos de tampón.

E) Valoración de pH en íos mismos extractos.

Los extractos E32li y E44h, del polen 1, se obtuvieron
incubando en tampón neutro y básico respectivamente. El
resto se obtuvo en tampón ácido.

POLEN 1
A B

POLEN 2
A B

EIS

E Lb

E2Oh

E321i

544k

2.12 4.9

(1.42 4.6

1Á13 4.5

£148 6,4

¿ÉSO 103>

2118 5.0

(1.42 4.5

¡3>4 4.5

0.18 3.6

0.12 3.6

TABLA 4.VI
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incubación. Mientras que el extracto recogido en la incubación entre 20 h y

32h del polen 1 contiene 0.160 mg/ml de proteína, el equivalente del polen 2

(con cambio del tampón de incubación a fosfato) se encuentra a 0.460 mg/mI.

El cambio a tampón carbonato en el polen 2 indujo un nuevo incremento de

la proteína extraída (0.56 mg/mI). mientras que la incubación equivalente del

polen 1, en medio ácido, experimentó una disminución en la extracción

(0.12 mg/mí).

Para comprobar el contenido en alergenos de los extractos así preparados,

se hizo un estudio mediante la técnica del RAST. ~Solose probaron las

fracciones con mayor contenido de proteína, por ser las únicas que permiten

P LIS
Extracto valorado

Lib - E201u E32h E44b

¡ 2.8 9 4.8 5.8 ¡.25

2 - 1.6 0.88 3.2 0.55

3 - >17 >17 —¡7 >17

4 3.8 11,5 >17 >17 y

2.5 >17 >17 >17 >17

O LI >17 >17 >17 14

7 0.8 5.4 6.6 ‘14 4.4

8 0.48 3 ¡ 13 0.86

9 0.98 4.7 6.8 3.3 1.1

1<) >17 >17 >17 >17 >17

TABLA 4.VII

Resultados de la valoración, mediante la técnica del
RAST de la alergenicidad de los distintos extractos
obtenidos por incubación del polen de centeno con cambios
consecutivos del tampón. P = Suero de paciente valorado
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proteína extraída en el cambio a carbonato contiene una menor proporción

de alergenos, pero también fue muy reactiva.

Queda claro en esta experiencia, que las proteínas y alergenos del polen de

centeno, son liberadas al medio de incubación de diferentes formas

dependiendo de las condiciones del metilo y del tiempo de incubación. De

acuerdo con todo esto, mediante la selección del periodo de incubación del

polen así como del tampón empleado, se pueden obtener extractos

enriquecidos en diferentes alergenos.

4.2.1.5 lsoelectroenfoque de los extractos obtenidos con cambios
consecutivos del tampón de incubación.

Teniendo en cuenta los resultados experimentales de Marsh et al (1981)

sobre la extracción de proteínas a diferentes pH, cabía pensar que las

extracciones en medio ácido habrían favorecido la salida de los componentes

mas básicos y que en los extractos posteriores, a pHs neutro y básico, se

extraerían favorablemente los ácidos. El estudio mediante isoelectroenfoque

de las fracciones 15h, Ib, 2Gb, 32h y 44h (figura 4.21) no fue sin embargo

conclusivo. Se observó que en todas las fracciones había una gran cantidad de

proteínas ácidas y material mal enfocado en los diferentes rangos de pH.

Estos resultados hacen pensar en la existencia de algún componente que

interfiere en el proceso, impidiendo que se enfoquen los distintos

componentes de los extractos.
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los extractos obtenidos del polen de 1991, se han resumido y comparado con

los obtenidos anteriormente en las extracciones del polen del año 1987, en la

tabla 4.VHI.

4.2.2.1 Cambios en pH del medio inducidos por el polen

Con respecto a la modificación de pH que el polen induce en el medio de

incubación, se observa que análogamente el cambio se produce durante el

primer minuto, aunque la modificación es diferente. Cabe resaltar que en la

incubación del polen nuevo en tampón fosfato y carbonato el cambio de pH

producido es menos drástico que en la del polen conservado, mientras que en

tampón glicina el cambio fue más intenso. Por otra parte el valor del pH en

las extracciones posteriores a un minuto, son muy similares entre el polen

nuevo y el viejo.

4.2.2.2 Liberación de proteínas

En las tres condiciones de incubación, la cantidad de proteína 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 valoración anteriormente

comentadas.

En cuanto a la cantidad de proteína recogida después de un minuto hasta

20 h de incubación, se observa que en tampón fosfato y en carbonato se extrae

prácticamente la misma proteína en los dos tipos de polen, apreciándose

diferencias en los periodos de máxima emisión. En tampón glicina los valores
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Extracto

valorado

FOSFATO(pH 7.4)

vii 7 ¡‘Rl YrEINiN
87 ¡ II 87 91

GLICINA (pH 3)

Pi 1 1 PItOrEINA
87 ¡ 91 87 ‘JI

CARBONATO (pUlO)

Pi 1 . - PRo rEINiN
87 ¡ 91 87 ~.91

1<1

LS

liS

lóIh

IAL,

1i21>l,

=jB5-1i2116

5> 65 ¡ 4.2 1 4.0

4 6 -~ 1.20 11.62

7 3 65 054 175

2.3 . 7.4 . 11.35 . 11.57

13 ¡ 7.4 0.42 ¡ 0.42

73 6.50.53 1127

7.3 6.5 ((78 líSíl
¡ ,
~¡2.62 2.51

4.5 ¡ 6.11 4.5 ¡5.5

4.5 6.11 1.42 ¡ 0.55

So (tU ¡ 0,46 ¡ 0,67

5.11 ¡ 5.5 ‘1.27 0.72

5(1 ¡ 5.5 11.311 (1.711

Sií 4.5 1.45 ¡ 11,50

5.11 4.5 ¡ 11.45 (1.45

. 1.93 3.04

76 78 39 5.11

76 8 6 1 48 ¡• 0.77

9.5 ¡ 8.6 - 0.59 1

111.1> 1(1(1 0.45 >1.65

¡0.0 ¡ ¡00 1 0.53 (1,6(1

10.11 1011 0.58 (1,51>

10.11 ¡ 111(1 (1,83 [ 11.511

¡ 2.98 3.12

TABLA 4.VIJI

Resumen de los valores de proteína (¡ng/mi) y de pH estimados en los extractos obtenidos
mediante incubación del polen de centeno de 1991 en tres tampones diferentes. Cada valor se
compara conlos obtenidos en los extractos del polen de 1987 mediante el mismo protocolo de
extracción. XE5-E2Oh = Suma de la proteína extraída en los extractos recogidos después de
un minuto de incubación.

de extracción de proteína, durante este periodo, son en cambio muy

superiores en cl polen nuevo. También en este tampón se modifica el periodo

chi maxíma extracción de proteína.

Los perfiles electroforéticos de los distintos extractos recogidos en el

nuevo estudio de influencia del pH, sc muestran en la figura 4.22. Se observa

en ellos que la banda cte 67 kDa no se recoge en ninguna cíe las extracciones

del polen nuevo; en tampón glicina la banda de 48 kDa se extrae en una alta

proporcion, con un máximo de emisión durante el mismo periodo que el

polen conservado. En tampón fosfato su extracción es en cambio menor que

en el polen conservado y solamente se extrae entre 5 y 15 minutos de

incubación. En carbonato también disminuye la cantidad extraída de este

componente y se modifica su maximo de emisión (entre los extractos de 15
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teniendo en cuenta las diferencias observadas entre las cinéticas de emisión

cíe ambos pólenes, los periodos de incubación fueron modificados a: 1, 5, 15

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

parte cíe los componentes no extraídos después cíe 20 horas en tampón ácido,

se extraen cambiando el medio de incubación a tampón neutro y una parte no

extraída en los tampones anteriores, se extrae cambiando el medio de

jncubación a un tampón básico. Los resultados (le esta incubación están

resumidos en la tabla 4.IX. Se observa, sin embargo, que las cantidad (le

proteína liberada al cambiar de tampón de neutro a básico, es algo menor en

IYXII4iN<IY)
VAlORADo

POLEN 1 POLEN2
A ¡ 13 A ¡ E

El

ES

IBIS

EIh

E4h

E2Oh

E321-i

E44h

0.65 0. 0.60 6

(1.86 ¡ 5.5 0.94 5 5

0.90 ¡ 4.5 0.85 4.5

0.72 j 4.5 ¡ 0.84 4.5

0.38 ¡ 4.5 0.40 ¡ 4.5

0.36 ¡ 4.5 O~37 ¡¡ 45

(.1.42 6.5 (LIS 3

(1.30 lO 0.10 ¡ 3

TABLA 4.IX

A) Resultado de las valoraciones de proteínas (en mg/mi)
realizadas en los extractos recogidos en la incubación con cambios
consecutivos de tampón (leí poleí¡ de 1991.

8) Valoración de pH en los mismos extractos.

Los extractos £321, y E44li, del poien 1, se obtuvieron incubando

cii tampón neutro y básico respectivamente. El resto se obtuvo en
ta¡xi pón ácido.
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extractos del polen conservado. Las bandas se enfocaron nítidamente

apreciándose tina alta proporción de componentes basicos.

Los resultados reflejan que el pH del mecho puede influir sobre la

extracción de alguna proteína en particular (banda de PI 8.25 no extraída en

tampón carbonato), pero en general las modificaciones en las cinéticas de

emisión observadas, no parecen ser función de la carga de los componentes

del polen de centeno. Así hay un alto porcentaje de proteínas básicas y ácidas

que se extraen por igual en los tres tampones, durante los 15 primeros

minutos de incubación. Se pudo comprobar la existencia de una substancia

interferente que se extrae, en mayor proporción, en los tampones básico y

neutro a partir de 15 minutos de incubación, que precipita y arrastra

claramente a las proteínas hacia la zona ácida e interfiere con su enfoque.

Este hecho impide comparar los componentes proteicos extraídos después de

15 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 y fosfato puedan corresponder a asociaciones

moleculares y no a la extracción de nuevos componentes. La interferencia se

extrae en una proporción muy inferior en las incubaciones realizadas con

tampón ácido, pero en los extractos de 32 y 44 horas, con cambios

consecutivos de tampón, su proporción fue tan alta que no permitió su estudio

por este método.

Cuando se estudia mediante isoelectroenfocíue los extractos totales

obtenidos en las tres condiciones de pH, se observa que en los extractos

básico y neutro, se produce precipitación en el punto de aplicación y hay una

ausencia de enfoque nítido de los componentes, fundamentalmente entre los
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!NtrMto’

valorado

Pokn
1991 ¡

El
ES
EIS
£11>

E4h

E2Oh

1.10

0.60

0.59

038

0.4’>

¡

El estudio se disebó a nivel ________ _______

preparativo, con tiempos de

incubación iguales a los del estudio

analítico y recogiendo las proteínas

eluidas por filtración mediante

succión por vacio. En la tabla 4.X se

muestran los resultados de la

valoración del contenido proteico. ________

Se observa, con respecto al estudio TABLA 4.X

analítico, un incremento en la
Resultados de la valoración de

concentraci~n del extracto recogido proteína en los extractos
los preparativos obtenidos por

a cinco minutos. Un resultado incubación del polen de 1991 en

similar se observó en el estudio con tampón glicina.

cambios consecutivos de tampón. En

ambos procedimientos la proteína se recoge por succión, mientras que en los

estudios analíticos es por centrifugación. La diferente metodología justificaría

el incremento observado.

4.3.1 Determinación de pesos moleculares

En la figura 4.26A se observan los patrones electroforéticos de las distintas

fracciones obtenidas. En esta nueva extraccion sc observan más 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 analítico

mediante centrifugación. La estima de los pesos moleculares de los

componentes reactivos se llevó a cabo mediante inmunoelectrotransferencia.

Las proteínas de los extractos, separadas mediante electroforesis en geles de
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poliacrilamida en presencia de SDS. fueron electrotransferidas a una

membrana de Inmobilón 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 ~~5O5 moleculares de 52, 48, 33,

30, y 28 kI)a. Tampoco fueron reactivos en estas extracciones los

componentes de menor peso molecular.

4.3.2 Determinación de sus puntos isoeléctricos

La determinación de Los puntos isoeléctricos de los componentes reactivos

se hizo mediante inmunotransferencia. Las proteínas recogidas en las

extracciones parciales. fiíeron separadas niediante isoelectroenfocíue y

transferidas por presión, a una membrana de Inmobilon P. Estas membranas

fueron incubadas con una mezcla de sueros de 20 pacientes alérgicos a este

polen. Los resultados se ven en la figura 4.27. Sc observa que hay un alto

porcentaje de alergenos muy básicos (entre los marcadores de 8.15 y 9.3), que

además son muy reactivos según se desprende de la intensidad de la reaccion

en estas bandas. El resto de los componentes reactivos se enfocan entre los

marcadores de pLintos isoeléctricos de 5.2 y 655. También se observa dos

componentes alergénicos extraídos durante el primer minuto con puntos

isoeléctricos de 7.2 y 7.3.

4.4 PIJRIFICACION Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE
ALERGENOS

Teniendo en cuenta los resultados experimentales, obtenidos sobre

liberación de proteínas y alergenos, se seleccionaron unas condiciones de

incubación cíue permitieron obtener extractos altamente enriquecidos en
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alergenos. La menor proporción de componentes que contienen estos

extractos, permiten una mejor caracterización bioquímica de los alergenos del

polen en estudio. Partiendo de estos extractos se han podido purificar varios

alergenos mediante un único proceso cromatografíco.

4.4.1 Extractos obtenidos a partir del polen del año 1987

4.4.1.1 Purificación de la banda de 48 kDa

La purificación de esta banda se realizo a partir de un extracto, recogido

entre 1 y 19 horas cte incubación del polen en medio ácido (El- 19). Este

extracto fue seleccionado como punto cje partida en la purificacion cíe

alergenos del polen en estudio, ya que: estaba enriquecido en alergenos,

contenía solo una parte de ellos, incluía una baja proporcion de otros

compuestos no reactivos y acleniás la cantidad de proteína que se extraía

permitía hacer estudios posteriores. Otra característica importante que se

tuvo en cuenta fue la baja proporción en proteína cíe 67 kDa qtíe contenía, ya

c¡uC en experiencias previa a este trabajo. se observo que en los procesos de

exclusión molecular, este componente aparecía en las fracciones que

contenían las bandas de 3<) kDa.

El extracto fue su bfraccionacto mediante cromatografía exclusión

molecular en una columna de supe-rosa TM O (Pharmacia), de acuerdo con el

procedimiento descrito en material y métodos. En la figura 4.28 se muestra el

perfil cíe e Ití ción del proceso así c(Inl() l<)s resol tados del est ridio

electrotorétíco de las fracciones recogidas. Se ve como el componente de 48

kDa se separa del resto de las pr<>teín~is del extracto en las fracciones 52, 53 y

54.

CAP: 4 l’tXG.: 54





RESULTADOS

4.4.1.2 Comprobación in vivo de la alergenicidad de la banda de 48 kDa

Los resultados de las inmunotranferencias realizadas hasta ahora,

indicaban cíue esta banda era alergénica. La comprobación in vivo cte su

alergenicidad fue llevada a cabo mediante test cutáneo (PRICK) en 12

pacientes sensibilizados al polen de centeno. La prueba se realizó aplicando
en ambos brazos el extracto total comercial, de uso rutinario en clínica

(normalmente a

18 4/mI). Los valores del área de 1

concentraciones cte 5—6 mg/ni!) y la proteína purificada (a

as pápulas levantadas en los pacientes

Arta de la p~Ápu la md ucida por a u, nes> ra (rnn<) 1 latos clin ¡tos del poden te

N
0 ILXIR\ (FIN> ¡ BANIIA 111% 1 AM rNA Igl E RASF ¡¡

(I)MIIR(?IAI ¡ 45 LI Wc ] 1< lEAL ¡ (IXILLrÑ() INMIÁNOIERAI’IA

1 111,8 . 3p 38 341) ¡7,5 < Nt)

2 15,0 4,0 ¡ ~)) 48 3,3 ¡ SI

3 U 5 ¡ 3,5 ~4 216 1,6 Sl

4 ¡5.3 ¡ 6,0 8,0 1.400 . 9,3 NO)

94) . 3,5 38 282 (tÓ Sí

6 20,1) ¡ 13,5 srí 23 9,4 Nt)

7 28,3 12,9 00 176 9,2 Sl

8 IS.o ¡ ó,5 < 7,3 235 3,5 NO

9 24,0 11,5 3,5 176 7,> SI

lO 6,7 4,0 3,0 153 (17 ¡ NO

II 16,1) 3.3 5,3 19’> 0,9 NO

¡2 5,3 5.5 0,8 30 ¡ NO

TABLA 4.XI
Resultados de la comprobación mediante tesí cutaneo (PRICK) de la alegenicidad del

‘1
componente dc 48 kI)a. Los valores representados son las áreas en mm de las pápulas
inducidas por el etracto comercial (a 5-6 mg/mí), la proteína purificada (a 18 gg/ml y el
control de ltislaíxiína. Se muestran así mismo datos clínicos de interés en cada paciente
estudiado.
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(media del resultado de ambos brazos) se muestran en la tabla 4.XI. Se

aprecía que casi en la totalidad de los enfermos el tamaño dc la pápula,
2inducida por el componente de 48 kDu, fue superior a 3 mm y en el 50% de

los enfermos el tamaño> fue igual o superior a la de la histamina. Estos

resultados confirman que el componente purificado es un alergeno.

4.4.1.3 Cromatografía cíe exclusión molecular a nivel preparativo

El extracto (le parada de la cromatografía anterior, había sido cambiado cíe

tampon y concentrado con el fin cíe obtener un alto rendimiento

cromatogrúfico. Se observo que durante esta fase cíe preparación de la

¡nuestra, se precipitaba una importante cantidad de proteína. Debido> a que el

componente dc 48 kfla se extraía minoritariamente a pH neutro, cabía pensar

cíue el cambio de pH pocha favorecer la precipitación de esta proteína. El

proceso se escalo a nivel preparativo para poder disponer cíe la proteína

suVicie rite para SI] caracterización bio cí u ím í ca, pero sin cambiar el tampón del

extracto) para evitar pérdidas. Se observó un incremento) de absorvancia en la

zona del pico. correspondiente a la elución dc la banda (figura 4.29A). El

estudio) clectroforétíco reveló que e< incremento) de absorvancia se debía al

aumento’ cíe una Sustancia que ¡nten’er(a el proceso eléctrico) (figura 4.29B).

E? comportamiento electroforético y las características de tinción reflejaban

cítíe su naturaleza no era proteica. El tratamiento de la fracción con 2w
mercaptoetanol corregía la interferencia, lo) cual indica que el alergeno se une

a dicha substancia y produce el cambio observado en la electroforesis. (figura

4.3<)>
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cromatografíade intercambio catiónico en Lina columna SP, en un sistema

cromatográfico de alta resolución.La elución se llevó a cabo medianteun

gradientede concentracióndeCINa enel tampón.El perfil de eluciónmostró

prácticamentela mismaabsorvanciaen todaslas fraccionesrecogidas(figura

4.32). Los resultadoselectroforéticosdetectarenque seeluyeen la fracción

no retenidaLin componentemuy ácido,COfl movilidad cercanaa 48 kDa, cuyo

comportamientoelectroforéticoessimilar a la interferenciaque eluyecon el

alergeno purificado. La primera zona de elución del material retenido

contienesustanciasno proteicas.Las proteínasseencuentrantan solo en las

fraccioneseluidasa partir dc una concentraciónde CINa de 300 mM en el

tampónde elucián, y además se eluyen sin habersido resueltas.Teniendoen

etientaque la muestra de partida seencontraba a pH 4.8, las proteínas de la

mezcladeherfan habersido eluidas a una concentración menor de CINa, ya

que sus pu¡itos isoeléctrícos estaban coniprendidos entre 4.2 y 6, según los

resultadosdcl iMleleCtroenfoqueanterior.

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

sustanciasno proteicasque dificultan el esttidin de estas proteinas.

4.4.2 Purificación de adergenos a partir dc) polen dc 1991

4.4.2.1 Purificación de la bandade 48 kW

La alta proporción de componentes de 48 kDa que se recogía en la

incubación ácida de! nuevo polen y la posible ausencia de interferencias,

sugería la repetición de! estudio de la bandade 48 kDa con extractos de este

polen. El extracto de partida contenía las proteínas liberadas por d polen

nuevo durante ¡a incubación en tampon glicina entre 1 y 4 horas. No se
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incluyeron las proteínasliberadasentre4 horasy 20 horas,porqueel perfil

electroforéticoniostraha unaproporciónpequeñade la bandade 48 kDa, y su

inclusión podíaincrementarlas interferencias.1 n cromatografía serealizó en

el tampón de extracción.En estaocasion la muestrafue menosconcentrada

paraevitar pérdidas. El perfil de eluciónsemuestraen la figura 4.33 en laque

tambiénse incluyen los perfiles electroforéticosde las fraccionesrecogidas.

Se observauna mayornitidezde los componentes.aunquetambiénsedetecta

unasustancano proteicacon movihdad paralelaa la bandade 48 kI)a. En

esteprocesosin embargola interferenciaseencUentraen menorproporcióny

su presenciaflO distors¡o¡iala niovijídad de la proteína.La mayor resolución

de las bandaspermite apreciar que Ja banda 48 kDa podría estar desdoblada

en dosbandasmuy próximas.

4.4.2.2 Determinaciónde los puntosisoeléctricosde los componentesde las
fraccionescrornatográficas

La fraccionesde la cromatografíaanteriorque conteníand componente

de 48 kDa fueron analizadasmediante ísoelectroenfoque,observándoseque

la bandaestá mayoritariamenteformada n’~ tres componentesde puntos

isoeléctricos5.7. 6.1 y 6.5. E] análisis por estatécnicade las fraccionesque

conteníanlos componentesde 30 kDa (62. 63 y 64) mostróque la muestra

contenía dos bandas de puntos ¡soeléctricos9.3, 9.1, y el resto de los

componentesseenfocabanentre6.8 y 5 (ver figura4.34A).
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reactivosreveló que los tres componentes de ¡a I)anda de 48, unían Igl? de

formaespecífica.

Los componentesreactivos con pesos moleculares cercanos a 3<) kDa

(fraccionesde la cromatografíade exclusiónmolecular),teníanlos siguientes

puntosisoeléctricos:9.3, 9.2, 6.2, 5.8 y 5.6 (flgura 4.34B)

4.4.2.4 Purificaciónde alergenosmediantecromatografíade intercambio
catióni Co

Los resultadosde la cromatografíaanterior mostrabanque el extracto

seleccionadoconteníauna proporciónelevadade sustanciainterferente,que

impedía la total purificación de! componente48 kDa. La finalidad de esta

nueva cromatografíafue la de separarel compuestoácido interferentey

recogerindependienteslos dos grupos de proteínas que conteníanalergenos:

proteínascon plintos ísoeléctricosbásicospor encima de 8 y las proteínas

ácidasenfocadasentre6.5 y 5. En la figura 4.35 seve el perfil deelución de

estanuevacromatografía,así comolos resultadosdel análisiselectroforético

de sus fracciones.Análogamentea la cromatografíaanteriorde intercambio

catiónico, realizadacon los componentesdc 3<) kDa del polen antiguo, se

eluye una sustancia no proteica en volumen excluido. Esta sustancia

representaun porcentajecievadode la absorvanciatotal de la muestra,y no

esde naturalezaproteica ya que no se tiñe con plata. Las primerasfracciones

recogidas,incluyen así mismo sustanciasno proteicas.Medianteestetipo de

cromatografíase recogen,en las primerasfraccionesla mayorpartede los

componentesácidosde 28,30, 33 y 48 kDaasí como un nuevocomponentetic

43 kDa. Medianteestetipo de cromatografíuse ¡ogransepararde] resto de
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En la tabla 4.XII se muestranlos resultados del prick realizado con los tres

componentes purificados en la cromatografiaanterior. La pruebacutánease

llevó a cabo midiendo la reactividad de los componentesseparadosa dos

concentracionesdiferentes,realizándosesimultáneamenteen los dosbrazos.

Arta de laspápulas (mmi

Al ItI{(;IiNOS

2 3 4

Diámetro NIAX (mm)

1 Iista,,,ina ¡ sucalc domc”ranlnca’

1 7<) 32 45 16 28 21 17 LS 6 ‘ 10 14 0

3 7 t)óO;óO,7 ti 8 ñ 8 0

4 II 4 IiO¡QO¡6 0 II) ¡ 5 ¡ 5 0

5 6 0 (1 7 6 0 ¡ 4 < ID O

6 8<) ~7 5V 8i40’ ThV 5 7 ¡ 21 [7 j O
7 35 3 20 2 ‘ 24 ‘ 18 8 4 10 ¡ ¡ i2 ] o
8 6811.86 1444 [‘<6015 6 ¡ 20 ¡ [2 1)

o II 2 12’2 9 t’14!2 6 ¡ 9 13 0

II) 22 7 9 4 5 3 ‘12 1 lO 12 It) ‘ 1)

II
4

4 3 U 20 4 ,4 0

8

8 9 8

0

0

TABLA 4.XII

Resultados de la comprohac¡ún mediante test cutaneo (PR¡CK) de la alegenicidad de ¡os
componentes purificados a partir del j)oItLI recolectado en 199!. Los valores representados
son las áreas en mm2 de las pápulas inducidas por las muestras estudiadas:

= Componente dc 27 kDa, ensayado a: A) 35 gg ¡mi; 8> 3.5 xg ¡ml

2 = Componentedc 48 kIJa, ensayadoa: A) 36 ~ ¡mi; B) 3 ~g/m¡

3 = Componente de 30 kWí, ensayado a: A) 265 ~ ¡mi; Ib 2.6
1xg ¡ml

4 Componentede 48 kDa, ensayadoa: A) 20 xg ¡ini; B) 2 jxg ¡ml

Las muestras 1, 2 y 3 son los componentes purificados mediante cromatografía de
íntercaIIlI)jo atulollico y Ia¡ miiest.rat número 4 e.s ti componente puríticado mediante exclusión
,u*>lec¡uI»r.
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lws resuhadosindican que las tres bandasseparadasen la cromatografíason

alergenos.

Los resultadosdel presentetrabajoponendemanifiestoque la realización

de extracciones a tiempos parciales, convenientemente s&eccionadas,

permite un estudiom~is detalladode los alergenosque contieneel polen de

centenoy simplifica la metodologíaparasupurificacion.

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

Unapartede los restiltados anteriormenedescritos,demostrabanque e!

polende centenolibera suscomponentesen funciónde las característicasdel

medio en e! que se hidrata. Según esto, si el grano de polen no se rompe

durantesu permanenciaen la mucosa nasal, las proteínasalergénicasse

encontraríanentre aquellas que el polen lihera en las condiciones de

hidratacióndel órganode choqne.Si estoocurreasí, la incubación <le! polen

en un fluido similar al del tejido alcanzadofavoreceríala extracciónde las

proteínasreactivas.

A la vista dc todo esto, se hizo [Ifl análisis rnicrosCop!C()de las partículas

retenidaspor el moconasal.Solamenteseanalizarc>ncuatromuestrasya que

la finalidad del estudio fue la de observarsi la morfología del polen sc

niantenía,despuésde su contactoCO~ el medio húmedo.o si los pólenesse

encontrabanabiertoso deteriorados.La observacionmicroscópica~tiS() de

relievela existenciade pálenesenteros,principalmentedegimnospermas.Sin

embargose observóen dos ocasionesque el grano de polen podía emitir el

tubo polínico sobrela mucosanasal. En la figura 4.37 se muestrauna de las
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Las imágenesdescritas~OflCfl de relievequeun polenpuedellevar a cabo

los procesos hotúnicos necesariospara fecundarla ovocélula, mientrasse

encuentraretenido por el moco nasal.El momentoen el que el proceso se

interrumpeserá dependiente de la especiea ja cjne pertenece el polen así

comode las condicionesdel tejido en el que impacta.

Estas transformacionesbotánicasque el pnlen experimentadurante su

permanencia en la nariz, son condicionantes dc la emision de sus

componentesy sugieren que algunosalergenospodrían no ser extraídos, o

hacerlo en una baja proporción, mediante. los procedimientos actuales de

preparaciónde extractosalergénicos.
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Dl scu sION

En cl momento actual se considera que el diseño de la tecnología óptima

para la preparación de extractos alergénicos debe de basarse en el

conocintento de las curacterísflcas biohwicas de) material de partida

(Piatts-Mílis, T.A.L. yChapman, MD., 1991: I3araniuketa/, 1992).

El presente estudio se ha basado en los trabajos de Heslop Harrison(1979)

y Watanabe(1955).sobre las características botánicas del polen cte centeno y

sobre si.> e{)nlporlanhJeIlt<) en un medio acijoso. Se consideró de interés

conocer, en pr¡nier iugar. corno se cornporta e! poiende Centeno durantelos

procesos de incubación, analizando come y cuando libera sus proteínas y

alergenos. Para ello hemos tenido en cuenta que durante la incubación se

produce la hidratación del polen y con ella se inician una serie de ~FOCCSOS

destinados a la germinación del mismo. En el polen de centeno la mayor

parte de les materialesque se necesitanpara su germinación han sido

sintetizados antes de su Iiberacion a ]a atmósfera, por lo que la simple

Eúdrataeíón de~ polen da Lugar a? inicio de~ proceso. La fase en la que éste se

interrumpe es dependieiite cte la interrelación polen—medio. LI conocimiento

de los procesos w~e ocurren en el polen dt¡rante la inctibacion, permite

anulizar como se produce la emisiÓn de Proteínas y alergeiios durante la

ni 1 .~‘ ¡mi y c< >flnter come influyen algunos factores en la preparación de los

extractos ¿Hergénicos.

U FUI Ve! estudiadas las características cinéticas de los componentes

solubles del poleii de centeno, nuestro interés se centré en elnener extractos

altamente enriquecidos en alergenos, mediante tina selección cte las

umdi cii mes de new bac,<½.El resultado del proced ¡ ini ento es equival ente a]
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de un fraccionamientobioquímico de los componentes del extracto total, ~C~()

la metodologiala realizael propiopoleny con un alto rendimiento.

Partiendo de estos extractos hemos podido purificar tres alergenos

medianteun único procesocromatográfíco.tjnu de los cualesno se incluyeen

ningunode los gruposde alergenosdescritosparalas gramíneas.

5.1 COMPORTAMIENTO DEL POLEN DE CENTENO DURANTE LOS
PROCESOSDE INCUBACION

lnicialrneíite se seleccinnó, como medio (le incubación par el estudio, el

tampón fosfato por ser tiflO de los reconiendados para la preparación de

extractos alergénicos, así como porque contenía una concentracion (le iones

adecuada pata evitar la rotura de los pdlenes. Per otra parte, dentro de

nuestroconcepto(le qued polenliberasustanciasal medioen función (le una

interrelación con éste,el tampón seleccionadosifliLila al que el polen pueda

encontraren el árganode cheque.En estascondiciones,los componentes que

seliberanal mediopuedensersimilares,si no igualesa los queel polen libera

normalmenteal alcanzardichoórgano.

Los resultadosobtenidosasí corno la iniormacion bibliográfica sobre la

influenciadel pH en la extracciónde aiergenns,nos sugirieronla repetición

del estudio baje diferentes condiciones de pH. La selección de pHs extremos

(3 y 10) se hizo COfl el fin de resaltar su influencia sobre la extracción y la

selección dc tampones carbonato y glicina se debió a su capacidad

tamponante a los pH elegidos.
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5.1.1 Roturasde pólenes

Se ha descrito que durante la hidratación del polefl de centeno, viable o flO

viable, pueden producirse roturas de las paredes celulares (Heslop—Harríson,

1979). LI fenómeno se debe ‘a que una vez recuperado el plasmalema,los

coloides cítoplasmútícos hacen que e~ agua siga penetrandoen la célula. La

tensión creada en el interior celular por la continua entrada de agua, es muy

hité y se produce ¡a rotura dc las membranas por el opérculo. Si el tampón no

contiene sustancias que regulen esta entrada de agua, los polenes se

romperían tinraifle e] proceso de incubacion. Este hecho daría lugar a la

liberación del contenido cit<)plasrnátic(l al medio de incubación y alteraría los

resu [tactos del estudio cinético. [Á)s primeros resultados del recuento

míeroscopleo de polenes rotos durante los ¡WOCCSOS de extracción mostraban

tina baja proporcien de roturas, muchas de ellas por zonas diferentes a la

aperuira. le CLIaI implica una nñtira mecánica. Estos datos nos sugerían que la

concentracíer empleada de CiNa (15<) mM), compensaosmoticamente las

concentr~¡eíones de solutos del interior del polen.

Ante las dilerenciés observadas en la emisión (le proteínas y alergenosde

los pólefles recien recolectados, se pensó que podían existir diferenciasen el

~‘radode. cunservacion dc las membranasde sus cé]t]Ias plasmáticas.Deh

acuerdo con los estudie de hidriación de Heslop—Harrison (1979). la

inetihacián en agua destilada, sin iones que compensen la entrada de agua en

la cé1w la, !.)rovoc~ la rotuni únicamenteen ¡ os polenesque manflenen la

capacidad dc recuperacion de las características osmoticas (le SUS membranas.

[mi incubación de los diferentes poicues de centeno. en agua destilada,

1)rodIttl{) únicamente la rotura del I)oIefl recién recolectado, el cual rornpi() sus
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membranas a los 40 segundos de entrar en contacto con el líquido. Esta

observación es totalmentecoincidente ccii ms resultados experimentaiesdel

autor antescitado. La ausencia(le roturas en los pólenes conservados es

contradictoria coii la capacidad de algunos tic ellos de emitir sus protetuas

COfl diferentes cinéticas de emision. Una posible explicación a esta

discrepancia podria encontrarseen que el polen conservadohaya mantenido

activo su metabolismocelulary sehayandegradadouna partede los coloides

citoplasmáticos.Estehechodaríalugar a una disminución en la penetración

del agtia y la tensióncreadaflO seríasuficientecorno para producir Ja rotura

de la membrana.

Los pálenesde Aiiergon no mostrarondiferencias cinéticasen la emision

de sus componentesy no rompían sus membranasen aguadestilada.Este

comportamientopuedereflejar en cambio,unaalteración pernianente(le las

característicasreguladorasde la membranacelular.

De acuerdo co¡i todo esto, las roturas por cheque osmotícode los pólenes,

solo seproduce si el polen está bien conservadn y en el medio de incubación

no existen solutos que equilibren lii entradade aguaal polen.

Dentro tic las recomendacionesde la lUIS, para ¡a preparación de los

extractosa partir de polenes,sc requiere que éstos se incuben en agila

destilada.Es evidenteque, tanto desdeun puntede vista experimentalcorno

teórico, si los polenescte las gramíneasestánbien desecadosy conservados

romperánsus membranasa los 4<) segundosde entrarencontactoorn el agua

destiladay su contenidocitoplasmaticoempobrecerá La calidad del extracto.

Esta recomendacionpor lo taflh) no es aplicable en la preparaciónde

extractosconpólenesdeestasplantas.
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5.1.2 Liberación de proteínas

Los resultados del presenteestudiosobre emisiónde proteínasal medio de

incubacion,ponende manifiestoque el polende centeno¡iberasus proteínas

con diferentescinéticasy tasasde emisron.Las característicasde la liberación

son diferciites en ¡os pórenesnuevesy en los conservadosy en ambos se

modifica dependiendodel medio de incubacionen el queseencuentran.

La basebiológica de las diferencias cinéticas en la emisión de proteínas

puedeencnntrarseen su localizacion en el grano de polen así como en el
gradode interaccion queposeancon fas estructurasde éste.De acuerdo con

los conocimientosteóricossobreel comportamientodel polen en un medio

acuoso. las proteínas que se liberan al medio de incubacion pueden

1< )CUI izarse tanto en la pared cetu lar de w len comoen su citoplasma.

La extracción de las proteínascitophisrnáticasse produce principalmente

durante la fase de expulsión, y dura hasta que la membranarecupera por

coru!)Iet(> sus airactensticasde meml)ranaseniiperrneabie.Este procesose

realiza en el polen del centenocon extremadarapidez(30 segundos),por lo

CjIIC les componentes citoplasmúticos se recogerán en las primeras

extracciones.Experimentalmenteeste hecho se corroboracon la obtencíon

de u mi elevada prOp~1 rci()n de proteína durante e! primer minuto de

incubación así como por la dr~ist¡camodificación de pH que se produce en el

mcd1<) U uraíiw este col-te periodo.Teniendo eu cuenta que los hidratos de

carbono interfieren con el método de Lowry y los ácidos nucleicos COfl la

vahración de proteínas mediante relación densitoméinca280/260, la

interferencia detectada en las valoraciones de los extractos del primer minuto

)r esh )S nié todos, también puede. reflejar qn e el extracto contienen u tui

CAP: 5 PA<i.: 5



DISCUSION

mayor proporcion de dichos componentes citoplasmaticos. Los resultados

electroforéticos muestranque las proteinas liberadas durante este primer

minuto son principalmentelas de menor pesomolecular.Este resultadoes

constanteen los diferentespólenesestudiados,pero mientras que una parte

de ellos cesa la emisión a los 15 minutos tic la extracción, en el polen de

Allergon y en el de Sigmaestasprote(nasse siguenliberandodurante todo el

~TOC~S{) de incubación.La emisión continuadadc componentesde bajo peso

molecular en estos polenes,se justificaría por el posible deeriorn de la

niembranap]asrnática anteriormentecomentada.

De acuerdo con lo expuesto por Heslop-Harrison(1979), las proteínas

citoplasmat¡casdejarían de ser emitidas poco despuésdel minuto de

incubación y sin embargo aquí hemos observado que continua hasta los 15

minutos del proceso.Estaprolongación en el tiempo de emisión se produce

tanto en el polenconservadocornoenel recién recolectado y puede dehersea

varias causas <> a la suma de todas ellas. Por un lado, las características del

tampón podrían modificar comportaflhient()osmotíco de la célula; por otro

lado, este tiempo puede ser el necesariopara que la totalidad del material

liberado atraviese la pared del polen y alcance el medio de incubación.

Tambiéndebede tenerseen cuentaque la incubaciónserealizain vitro y a O

C, mientras que los datos de Heslop Harrison (1979) se basan en

experimentosa temperaturaambientey sobreel estigmade la planta.

Por otraparte la mayoríade ¡os estudiosíflmLifl(>histoquimicos en diversos

pólenes(Knox y Heslop—I-larrison.1971;KPOX u cl. ¡980; O’Neil eta!, 1990),

muestranque las proteínas liberadas al medio en la (ase inicial de la

incubaciónselocalizansobrela pareddel polen,en su citoplasmao enambos.

Recientes estudios (Grote, 1991> han desento corno exclusivamente
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citopfasmátic~i, la localízacion de un alergeno de 1’? kDa, de rápida emisión,

en e] polen de Berula verrucvsu. En este trabajo se sugiere que algunas de las

proteinas, ocalizadas a la vez sobre la pared del polen y en su cLt()plasflla,
sean unicamente citopiasmúticas y que, debido a su rápida velocidad de

extraccion, han difundido a la pared durante el ~~OCCS()de fijación del tejido.

Entre las proteínas de rápida emisión también podrían estar incluidas las

pmtetias de 1~ exina. Las sustancias proteicas que contiene esta Capa de la

pared, han sido transferidas desde cl tapetum, a! fina! del desarrollo del
po¡eu, y se encuentran formando depósitos en las cavidades (fe la capa. La

Ulilt>fl flOY tanto de. estas proteínas CCI) el polenes leve y se liberan a los MOCOS

segundos de. entrar en contacto con un medio acuoso, a través de toda la

superficie de! pÑcn. Se ha descrito que los pálenes de las grarnineas poseen

ti vi bujo con ten do de proteínas en ia cxina, i ndicúndose incluso que ias

esteras~js, enzimastípicasde las exilias de muchos pólenes, se localizanen la

intinn. Según esto la contribución de las [)roteínas cte la exina en la

Comp(.iS’iciflLl proteica de los primeros extractos debe ser escasa.

Las preteinas de la intina se encuentran en forma de inclusiones o

forniande tubiiks y láminas en el interior de ésta. Su liberación se prodUcC a

navés del pelo germinativo y se requieren períodos de incubación más largos,

u e se necesita cj tic la i nti mi se encu en t re hid mt ada, q tie los tú bu] os y losva t

depósi1ns se deshagan, y que alcancen posteriormente el pelo germinativo.Se

ha descrue que as proteínas de la intina tardan en Iibera!rse al medio de

ncu 1)80] ón n vi tro, peri odos de tic mpo a] rededordc 31) mi ntitós (Hes)op

Harrisen ci al, ¡973). En el esudio que realizarnos sobre emisión de proteínas

del poen de 1987, comparamos[a proteínaextraídarompiendoel polenpor

sutiL CaCI<J II. CO FI la extraída medran te ¡ new hacíd n de! pele u diirante ¡9 h.
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Aunque los valores en contenido proteico fueron similares, el patrón

electroforétícerevelóuna bajaproporciónde componentesde 30 kDa en el

extractodel polen sonicado.Puestoque el periodo de sonicaciánfue corto

(15 minutos), la bajaextracciónde estoscomponentesdel Polen,sugiereque

estasproteínas se localizanen la paredy no han sido extraídasde ésta.Según

esto,las proteínasde pesomolecutarcercanoa 3(1 kDa serianproteínasde la

intina. El retraso en la liberación de estas proteilias en los pólenes

conservadosrefleja probablemente un retraso en la disolución de los túbulos

poralteracionesproducidasen e! polendurantee! procesode conservación.

5.1.2.1 Liberacióndeproteínasendiferentesniediosde incubación

Marsh u cd (1981) han descrito que el pH del medio influye sobre la

extracciónde los componentesde ¡os pólenes(le forma que a pH ácido se

veríanfavorecidoslos componentesmás básicosy a pH básicolos másácidos.

En nuestroestudio las diferencias en las cinéticasde extracciónobservadasen

las incubacionesCOfl los distintostanlp(>nes.no parecedehersea queel medio

condicionela extracciónen fuución de la cargade la proteína,ya queen los

trestamponesseextraeuna alta proporción (le componentesacídosy básicos.

Baraniuket al (1988 y 1992)describenuna d¡Lreneiade comportamiento.en

cuanto a emisión de proteínas entre el polen de la Ambrosia y el polen del

Lolium perenne.bajo las mismascondicionesde extracción.Estos autores

observanuna alta proporcion de componentes basicos entrelas proteínasde

rápida emisión de] polen de la ambrosíay un retardo en las más ácidas,

mientrasqueno observanvariaciones(le puiitn isoeléctrieoentre las extraídas

del polen de Lolium a diferentestiernpns. Es posible que en el polen de

centenola extracciónde alguna proteína se vea favorecida o retardada en

CAP: 5 PM;.: 8



DISCUSION

función de la relación de su carga con e! medio, (banda de pI 8 no extraída en

tampón carbonato), pero más ptrecu que puedan estar influyendo las

diferentes interrelaciones de! puien CON ~OStres medios. El comportamiento

del polen en glicina podría inteipretarseincluso como que la presencia de

este aminnacido en el medie condicione algún ~tOC~SOmetabó!ico del pofen,

va que en las plantas este arninoacidí> participa en la %cJefla respratoria

dentro de la mitocondria. Esta hipótesisestaríaapoyadapor el hecho de que

con el p<}I~ nuevo, que posee mejor conservadas sus awacterísticas y

estructuras celulares, se incremenia desproporcionadamente la cantidad cte

j)rete.íIns de 48 y 58 kDa recogidas con respecto a otras extracciones. Además
las diferencias observadas entreextractos del ix)lerL fltICV() y viejo son mayores

en h s ohte ni des con tampón glicina.

Los resultados obtenidos en las extracciones con cambios consecutivos del

tampón de incubatián, ponen de relieve la importancia que tiene el medio de

incubación sobre la extr=iccionde pn>teína.sde] polende centeno.

Un áispecfl> que está claramente condicionado por las características de pH

del medie es la extracción de tin cflrnp()fleflte ácido que interfiere con el

proceso dc ísoeiectroenfúque. Esta sustancíase detecta en los extractos

preparados a partir de los 15 minutos de incubación, principalmente en

condiciones neutras y básicas. Se observa que el avance de esta sust’ancia

hacia el CICCtfOd() áCIdO provoca a precíptacion de (os componentes que

e ¡icu e nt va en su desplazamie nh , al te rancio su enfoqu e y distorsionando por 1<>

tanto La informacíen que nos da la técnica. En las extracciones con cambios

consecutivos de tampón, se ve que cuando en tampon glicina ya no se extrae

prácticamente nada de proteína, el cambio de tampón ~tOVOCQademáscte un

Incremento significativo de la proteína extraída,Ia extraccion de una alta
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proporcion de una sustanciainterferente. I)ebido a ello no sepudo analizar

las características de carga molecularde los componentes extraídos.

La presencia(le estainterferenciaen los extractos totales determina que en

sus patrones de isnelectroenfoque se detecte una baja proporción de

componentesbásicos,cuando por otras tecrologus y en los estudios por esta

misma técnicade los extractosde los primeros15 minutos,secomprueha que

contienenuna importanteproporcionde proteínasbásicas.Estos resultados

jt¡stifican la discrepanciaque existeentre los trabajos de Rencky Einarsson

(1987> y los de Westpal et al (1988> snbre las características de carga

molecular tic los alergenosdel polen de] Centeno.Así mientras que los

primerosautoresdetectanun alto porcentajede alergenosbásicosmediante

estudiospor iflrnLIn()electr()f()resiscruzada,los segundosautoreslos describen

en cambio corno muy ácidos, al realizar tina lnfllLiflodeteccion entre los

componentesseparadosmediante isoelectr<)eflfoqLIe. En los estLidios de

colaboración internacional destinados a [a preparación de extractos de

referenciade los pólenes cte las gramíneas:Ph/cianf)ratense,Cynodondadilis

y Lolium perenne, se describen corno ácidos la mayor Parte de los

componentesde los pólenes, trasel análisisde los componentes de la muestra

medianteisoelectroenfoque y sin embargo en e] misnio trabajo los resultados

de las inmunoelectroforesjs crUzadas de las mismas muestras, ~OflCfl de

manifiestola presenciade una alta propurcon dc alergenos basicos (Gjesing

et al, 1985; Baer e/ al, 1986; Stewart eta!, 1988).

Por tanto podemoS c(>ncItflr que esta técnica puede dar una información

erróneaen el análisis de los extractos alergénicus de pólenes de gramíneas.

sobre todo en las extraccionesrealíndasen tanipon carbonntoy fosfato cine

SOfl los que normalmenteseemplean.
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lientro de las recomendacionesde la ItJIS para la correctapreparaciónde

extractos se propone corno control de los extractos preparadosque sus

patrones de isoelectroentoquesean coincidentes con los descritos por

diversosautoresy sin embargoen la gran mayoríade ellos parecedetectarse

la presencia cte la sustancia interferente.

5.1.3 Liberación de alergenos

Los primeros estudios que realizamos COrI pólenes recogidos en el año

1987. nlostruron que los alergenosde] polen de centenoeran proteínasde

i~es<>~ moleculares 28, 33, 48 y 67 kI)as y claramenie se apreciaba que
comenzaban a ser liberados a partir de los 15 primeros minutos cte

¡ncubac¡on. incluso alguno de ellos einpezaNi a liherarse después tic 3(1

minutes. Aunque Las carnaerísticas de pesos moleculares estaban de acuerdo

con las descritas por Westphal u al (1988) y por Matthiesenet al (1990),estos

datos no eran coincidentes CON tos de Linskens a al (¡977), en los que se

muestran C(lfll() muy reactivos los componentes de rápida ernision. Así mismo,

este resultado no justificaba Li maníiestae¡ón de los síntomas a los POCOS

minutos de la penetración del polen en las vías respiratorias. Si además se

tiene en cuenta que éste permanece tan s<)io 20 minutos en ia nariz, siendo

arrastrado por el moco y deglutido, algunos de los alergenos podrían incluso

no tener contacto con el tejido por su largo periodo de extracción.

1 Á)S estudios tea! izados COR el polen nuevo mostraron que las proternas

aIer~énicas se liberaban desde el primer minuto siendo tus extractos más

react¡vos fis de 15 minutosy una hnrz¡ de incubación. De todo ello se deduce

que el retraso en la emisión de estos eompnnentes en los primeros polenes

estt¡diadoses un artefactodebidoa ¡a conservacióny no refleja lo que ocurre
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cuando un polen recién liberado alcanza el árganode choque. Entre los

aleigenosque mayoritariamenteretrasansu emisiónse encuentranaquellos

de peso molecular cercano a 30 kDa. Según nuestros resultadosestos

componentesrepresentanuna alta proporción del total de La proteína

extraíday por sus característicasde emisión, se localizarían en la intiua. Estas

conclusionesestándeacuerdocon los estudiosde HeslopHarrison(1973),en

los que sedescribe que la mayor parte de los alergenos del polen del centeno

selocalizansobrela mOnaprincipalmente en la zona apertura]. Si se tiene en

cuentael retrasoen la emisiónde alergenosde los pólenesmal conservados,

la preparaciónde extractos con éstos, mediante incubacionesmuy cortas

(entre 1—4 horas), clara lugar a la (>btenciofl de extractos máspobres,ya que

unaparte de los alergenospuedenno habersido liberados.Por otra partesi

los extractos se preparan medianteruptt¡ra mecánicade los pólenes por

procedimientos de corta duración, los alergenos de la intina podr(an no ser

extraídos si no se incuban suficientetiempo las membranasrotas.

Ademas de Jas disti¡itas cinéticas de emisión que muestran los pálenes,

dependiendode su estadode conservacion,también hay diferenciasen las

característicasmolecularesde sus alergenes.Así, en el polen nuevo, no se

detectaen ninguna de las extraccionesel coniporientedc 67 kDa, sin embargo

se comporta corno alergénica una nueva banda de 58 kDa. Los dos

componentes de 28 y 33 kDa se encuentran mal resueltos en los procesos

electroforét¡eosdel polen viejo. Los resultadosde esteestudioanalítico con

los extractos del polen nuevo ponen de manifiesto que están realmente

formadospor 3 alergenosde 28, 31) y 33 kDa. Con respectoa la carga de las

proteínas,los valoresde pl calculados para los componentesde la bandade

48 kDadifieren entre los del polennueVoy los de[ conservado.Los valoresde
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este ultimo son mas acidos (5.4, 5.6, 5.7 y 5.9) que para ei primero (5.7, 6.1 y

65). Así mismo os valores de los componentes de ¡>CS() molecu]ar cercano a

3(1 kDa. extraídos en medio ácido entre 1 y 1<) horas de incubación del polen

antiguo seenfocaronentre 4 y 6, mientras que ios equivalentes extraídosdel

polen nuevo se enfocan entre5 y 6.2 y mostrabancomponentes básicos bien

entecados.Estos resultadossugiereno bien una interferenciadel ~~OC~S()

eléctricoo quizasunanmdificaeiánde fa cargadurantesu censervacion.

La incubaciónen diferentescondiciones,no da lugar aparentementea la

extraccitin de diferentesalergenes(excepto un componentede SI kDa en

carbonato> pero ~senecesitan estudios complernentanos paracomprobar que

esto es cierto. Es de destacar que la incubación en tampón ácido favorece la

extracción de alergenos frente a componentesno alergénicos, recogiéndose

en este medio entre 1 hora y 19 horas de incubación, prácticamente solo

componentes reactivos. En tampón carbonato en camb¡o se extrae una mayor

proporcion de proteiimsno reactivas.

E] cambio de tampón de glicina a fosfato provoca un incremento de la

l)mteifla extraídaen la queseincluyenuna alta proporción de ‘alergenos.Este

cambiede tamponpuededar lugar bien a una aceleración en la extracción de

las proteinas que en ese momento se estabaii liberando en el tampón ácido o

bien favorecer la extraccion de. componentes que no se extraen en e] medio

aciclo,

En este estudio loS alergenos del polen nuevo mostraronuna tendencia

similar a los del polen viejo. Así se modificaban las cinéticasde emisión y las

pr{~>rtiú¡ies de componentesvm se observoun a!to enriquecimiento en
u itt rge m >s sobre t<Rk> en ]< >s extractos de glicina.
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Si se tiene en cuenta que según lo descrito por Fabricant(1941), el pH de

la nariz, en cojidicionesfisiológicas normales,estáentre5.5 y 6.5 y que el

polen tiende a estabilizar el pH del medio en el que se encuentra entre5.5 y 6

para asegurar st¡ germinación, el microentorno del polen en la mucosa nasal

sana puede encontrarse a este pH. Esto puede justificar la alta proporción de

alegenos frente a no alergenosque seobtiene en las incubaciones ácidas. El

cambio de pH producido tras la reacción alérgica, puede ser equivalente al

cambio de tampón de incubación, produciéndose nuevas Hberacione.s y

nuevas sensibilizaciones.

Las características ácidas de] entorno del polen en la mucosa nasal,

también justificaría la detección de un polen germinado sobre ella. Esta

observacmn sugiere por otra parte, que ha dc tenerse en cuenta que si un

polen es capaz de germinarsobre la mucosanasa], pecina estar liberando

sustanciassintetizadasduranteesteprocesoy que éstasfueran responsaHes,

al menosen parte,de los síntomas.Segúnestoen la preparaciónde extractos,

estosalergenospodríanno sernuncaextraídos.

La incubaciónde los pólenesen tamponescon característicassimilares a

las de Los fluidos de ¡os árganosdechoquepuede permitir conocer mejnr los

procesosque ocurren cuando un polen alca¡izala mucosade dichosorganos.

Todos los resultadosobtenidos en este estudiosobre cofllp<)rtamientodel

polen de centeno en los diferentesmetilos de ncLlbación, confirman que el

polen liheraal medio sus componentes no por simpledifusión o enfunción de

su carga sino corno consecuencia de mecanismosmás complejos los cuales

pueden ser dependientes dc una interrelacióii del polen con el medio en el

que se encuentra. Esta característica del polen pernh¡te la obtención de
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extractos muy diferentes en función de las condiciones de incubación. Así

pues &¡be concluir que una de las ca¡¡sas de la variabilidad en la calidad de los

extractos prc[)aradfls partiendo de un rn~smo tipo de polen, puede

encontrurse en las diferencias de comportamiento de este en los distintos

medios de incubacíen. L)e hecho conocer las características k’4ánicas de los

poienes y su comportamiento en un medio acuoso, puede mejorar la

erellaracon de extractos alergénicos.

5.1.4 Cambios de pH inducidos por d polen

Se ha descrito que durante ¡a preparación de los extractos, el polen libera

suStancias capaces de modificar el pH del medio (le incubación (Marsh, 1981;

Yunginger. 1988: Larsen, 1991), por lo que para la preparación de extractos

de reterencía se recomienda CjLIC cii las íncuhac¡t>nes realizadas en agua

destilada se añada temporalmente NaOl-t con el fin de ajustar el pH de

extracción entre 7 y 7.5. En e! presente trabajo se ha valorado el pH de los

extractos obtenidos mediante incubnciones en diferentes condiciones de pH,

ceil ti liii de conocer cuando se producen ms cambios y con que intensidad.

Desde un ptiiit(> de vista botánico se ha descrito que el polen libera

sustancias tampe rian tes con e ¡ fin de esta [u zar el med 1 en el que se

cncueiltr¿.k. De esta forma e] pden se asegura que el pH del medio es e)

adecuado para la germiflacion. El valor de pH que parecen necesitar la mayor

partede ¡os pñ~enesestudiadoses de 6 (Shivaíina, 1989).Este valor tanibién

parece ser el requerido por el pelen del centeno ya que pus tan extremos

conio 3 y 1<) dcl tampon glicina y carbonato son modificados a 4.5 y 7k

respectivamente en los pólenes viejos y a 6 y ‘7.5 en los nuevos. De estos
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resultados puede por tanto conclnirse que el polen nuevo conserva mejor su

capacidadtic taml)onar el medio.

En este estudio se comprobo que los p~Ienes liberan estas sustancias

tamponantes durante el primer minuto de incubación. FI pH de las

extracciones posteriores a este J)eriod(> solo fue modificado en las

incubacionesrealizadasen tampón glicina. liste diferente comportamiento

deL poLen podríadeherse a que las sustancias tamponantessc liberen ea su

totalidad duranteel primer minuto de incubúcion y que algún componente

del tampóng)ic’na induzcande flLICV() su síWesis,o quizás a una rnodificacion

de la regulación de la membrana citoplasmútica, dependiente de las

características del medio.

De los resultadosobtenidossededuceque las condicionesde incubación

de los extractostotalessolo SOfl comparablescori los extractosdel primer

minuto, puesen Jos extractosposterioresel pH del medio es (liferente. Por

otra parte si sc tiene en cuenta que el polen libera estassustanciaspura

“preparar” el medio para la germinacióndel polen, las sustanciasliberadas

duranteel primer minuto podrían cnnd¡ciniiar la liberación de los distintos

componentesen las extracciones no interrumpidas.

Los extractosdel primerminuto contienenun bajoporcentajede alergenas

y una alta proporción tic proteínas no reactivas y de componentes

citopbsrnaticospor lo que debe valorarse si la extracción del primer minuto

debe ser o no incluida en los extractos alergéflic(}s, ya que su ínclusmn

disminuye la calidad(le! extracto final. Paraello es necesarioasegurarse¿intes

de que todos los ¿dergenos que se extraen durante este periodo se sigan

extrayendoenextraccionesposterioresen cantidadsuficiente.
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5.2 FACTORESQUE AFECTAN SOBRELA CALIDAD DEL POLEN

(¿orno anteriormente se CX~US() la calidad del material de partida es un

requisdo indispensable para la correcta preparación de los extractos

alergenicos. Con respecto a los pálenes la LUIS recomienda que la

recoleccion y análisis del material sea realizado por una persona experta en

ihitajiral. También se recomienda que ios métodos empleados aseguren un

alto grado de pureza evitando la presencia de elementos extraños (inferior a

un 5%). Una vez recolectado el polen debe tic ser desecado y conservados en

onitenedures herméticamente cerrados y a bajas temperaturas.

5.2.1 Proceso de recolección

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

tres suministradoresdiferentes, durante el procesode incubacion.

Lii cada tino de ellos se había empleado, para st¡ recolección, un

procedimieiito diferente de los tres que normalmentese usan(Maaschet al,

IQ~7).

En el métodoseguido por Sigma, la recogida del polen se realiza en el

propio lugar del cultivo, mediante una aspiracion de la planta cuando ésta se
encuentra polinizando. Este rnétudn permite recoger altas cantidades de

polel pero se presta a grandes contaminaciones debidas a la polinización de

otras plantas, próximas a la recolectada, así como a la presencia tic una alta

¡>n>porcion de esporas. Microscopicanmnte este polen era sin embargo

homogéneo.
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En el ~FOCCSOseguidopor Allergon, se recogela partefloral de la planui y

se deja desecar. Posteriormenteel polen es recolectado mediante un

procedimientomecánico.Se ha descritoque duranteesteprocesoseproduce

el deteriorode la integridaddel granodcl ~ Y ademáspermitequejunto

con el polen se recojan partesde planta en una proporción elevada.La

visualizacióna] microscopioóptico del polensuministradopor estaempresa

constatólo descrito.

En el método seguidopor JuanAntonio Jiménez,se recogenlas plantas

~OC() antes de su polinización y se mantienenformando ramilletes con las

raizesen ~¡guahastaque, de forma espontánea.seproducela liberación del

polen.Estecaesobreun papelcristal que seencuentrarodeandoal ramo,tic

donde es recogido. Se consideraun btien sistema de recolección ya que

ademásde no deteriorarel polen. los cnntaniinantesse encuentranen una

baja propercion. Este método también permite controlar el grado de

maduración del polen.

Corno antes se ha discutido se observan diferentes comportamientos

cinéticosentre los tres tipos depólenes.El eornportarnientode los pólenesde

Allergon refleja el deterioro de las estructurasdel polen observadasal

micr<)scopi(>,así corno la presenciade fragmentosde planta. Según esto

aunquelos extractosobtenidosdc otrn polenno deterioradoy el de Ailergon

tuvieran la misma cantidadde alergenos,esteúltimo incluirá mayor número

(le componentesno proteicos,lo cual esuna perdidade calidud.Segúnestos

resultadosen 1<35 requerimientossobre el material de partida debe de

considerarseque el proceso de recÑeccíenno deteriore las paredesy

membranasde los polenes.
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5.2.2 Procesodedesecadoy conservacióndel polen

(ion respecto al proceso de desecado, normalmente se emplea una

corriente de aire a 30-40 C durante 24 horascon la posibilidad de ‘añadir al

sistema un proceso de vacio. Una vez desecado el polen se almacena en

contenedores herméticamente cerrados y se a bajas temperaturas

(Wudehouse, 1 9ñ5~ Durhum, 1951). A lo ]argo de su experienciacomo

productor de polenes,Juan Antonio Jiménez refiere que e! grado de

desecacion{)btellíd(> con stis pole¡ies no ie resultabasatisfactorio y había

nlodífíc’ddo fas condicionesdel prntticnlo, obteniendouna desecación más

ventzy sn.Este métodofu e api icade ~i1 P<>~I~ recogidoen el ano 199 1

En el estudio sobre conservacioiidel polen del centeno, se emplearon

cuatro tipos de polen. Des de ellos fueron recolectados por JuanAntonio

Jiménezen los años198’7 (un lote conservadoen neveray el otro congelado),

otro en 1989 y el cuartofue recogidopor el mismo recolectoren el año 1991.

El estudio realizado entrelos extractosobtenidos a partir de ellos, mostróque

entre tus polenesconservados,no existíandiferenciascuantitativastanto en

los extn¡ctosparciales como en los ~otaIes.Tampocoexistendiferenciasen las

caracierísricas eiectnfforéticas de Jos componentes extraídosa partir de Jos

diferentes polenes.Solo seaprecia una ligera mndificacion en la cinéticade

emisiónde proteínasen los extractosdel polendel año 1989, coincidentecon

unaextrucciánde ‘dlergefl()s másrápida.Las diferenciasentre los extractosde

polenesconservadosy los preparadosa partir del polen recién recolectado

fueron sin embargomuy grandesa nivel tic aJergenicidadasí COflI<) en e]

patróne]ectroforético y cinéticadeemisión.
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Todos estos datos reflejan, que la diferencia en las condiciones de

conservació¡ique habíaentre los dospólenesdc 1987 no afectaa la calidadde

los extractospreparados.Porotraparteel resu]tadointermedioobtenidopara

el polende] 1989, podíarepresentarLina fase intermediade deterioroentreel

polen nueve y el conservado.Sin embargofrs resultadosoI)teflidos con el

polen del año 1991, despuésde su conservaciondurante un año en la nevera

COD desecante,ponende relieveque el pelen no niodifica ni la cinética de

emisión de sus componentesni las característicaselectroforéticas de SUS

proteínasdLIrante la conservación.Si setiene en cucntúque el polendel año

1991 se habíaconservado de la misma forma que los demás, las diferencias

observadas en el estado del polen pueden debe a la diferencia en cl

procedimientoseguidopara su desecación.Esta hipótesis sugiere que un nial

~tOCCSO de desecacióndel polen puede alterar la conservacionde sus

componenteso modificarsus cinéticasde emisiónde forma que disminuyela

calidad de los extractosfinales. La mndificacíñn se produceposiblemente

duranteel ~fl)C~S() de desecado,manteniéndosedespuésel polen invariable

durantelargos períodos. Esta hipótesisjustificaría algunosde los resultados

discrepantes,descritos en cuanto a estabilidad del polen durante su

conservacion.Así en los estudiosrealizadossobre conservaciondel polen,

analizando los cxtractos obtenidos a partir cte pálenesde un mismo

recolector,no muestrangrandesdiferencia en sus característicasdebidasal

~~S() del tiempo (Maasch a al, 1986; Maasch el cii, 1987; Mansfield a al,

¡987). En estos trabajos se afirma por lo ta¡io que la conservación no

modifica la alergenicídad del polen. En estos casos el poleil sigue siempre el

mismo ~t(3CCS{1 de conservación por lo que la estabilidad del wien durante

largos periodos refleja jue el polen tina vez desecado se conserva durante
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largos períodos. Este resultado no confirma sin embargo la buena calidad del

polen,ya tiLle 11<) seestudiacorno secomportabael polenal momentode ser

recolectado. Cuando en los estiídio se comparan extractos de varios

recolectores.el resultado imede mantenerseo puedenaparecer variaciones

(Andersen. 1985; Hemrnens, 1988; Malik et al, 1991) dando lugar a

conclusioneserróneassobreel tiempo de almacenamiento.Todo estosugiere

que en los estudios sobre conservación se debe incluir corno control un

estudiodel c()fllportarnient(>del polen al momentode su recolecciónincluso

antesde serdesecado,ya queéstasson las condicionesmáspróximasa las del

poleii qtie llega al orgafl(> de chocjLIe.

En los extractns recogidos de los pólenes de Allergon y de Sigma se

<)bserva que las imágenes electrutorétícas de sus proteinas no SOfl muy

diferentes a las de los poleiies conservados del estudio anterior. Por lo que

i}od1eiii~s decir que el método seguido para su desecación tuvo un efecto
similar en el polen que el primer método empleado por Juan Antonio

Jiménez. Por nira parte esta igLialdad tic componentesentre pólenes

recolectados en diferentespaisesy con diferentes métodos,sugiereque Las

diferencias observadas entrepolenesde distintos recolectores no se deben a

diferenciasbotánicasde los pálenes, sim~ al ~~()C~S()que seha seguido desde

su recolecejonhastasu USO.

Por otra parte, debería tenerse en cuentaque las característicashotánicas

del polen de des especiesdistintas puedeii diferir enormemente(Shivanna,

1 9Ñ9). Estas diferenciasafectande forma especiala la actividad biológica del

pflIeri al momento de su recoleccíen. Así los pólenes bicelulares, que

necesitanlargos 1>eriodos de actividad metabólica para que se pfl)dLtzca la

fecundacián, snn Vienes que mantienen su viabilidad en la atmósfera
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dtirante mucho tiempo por lo que su conservaciónno requiere grandes

condiciones,y puedenmantenerseviablesalgunosde ellos inclusoaños.Esta

estabilidades la normal en los pólenes cte gimnospermas.Sin embargo

aquellos pólenesque al momento de su liberación se encuentranmás

avanzadosen el procesode la fertilización (pólenestricelulares),el periodo

de viabilidad, de forma natural es bajo. Son especialmente difíciles de

conservarlos pólenes de las gramíneas, debido alto porcentaje de agua que

contienendespuésde su desecaciónnatural. Este hecho da lugar a que el

periodo de viabilidad del polende una gramínea sea tan solo de unaspocas

horas. Aunque se ha descrito que un polen no viable mantiene su

alergenicidad (Milner et al, 1972), es evidente que dependiendodc la

actividadmetabolícaque hayamantenidoel polen desdesu formación hasta

el momento en que sus alergenosSOfl extraídos,la caJidadde los extractos

preparadospuede ser diferente. Si el fllanteflimient() tic! metabolismo es

función directadel porcentajede aguaqtie contieneel polen. espor lo tanto

necesarioajustarlas desecacionesde los 1)elet1QSparacada especie,de forma

que seasegurela presenciay proporciónde suscomponentesal momentode

y durantela preparacióndd extracto.

5.3 VALORACION DE PROTEINAS EN LOS EXTRACTOS DE POLENES

El conocimientode la cantidad de proteina que contiene un extracto

alergénico,es un ciato de considerableinteréstanto en la preparacion(le

extractos hiposensibilizantesy de diagnostico como en los estudios de

caracterizacióndealergenos.Se ha descritosin embargoque debido a la alta

proporciónde sustanciasinterferentesque Iiberaii los pólenes,los diferentes

métodos de valoración aplicadosa un mismo extracto,pueden dar Lugar a

CAP: 5 PA(k: 22



DISCUSION

resultadosmuy dispares.El valor obtenido por un método de valoración

1)uetie llegar a ser hasta 10 veces st¡perinr al estimado por otro. Esto es debido
a que dichassustanciaspuedeninterferir Cflfl los métodosde va1oraci~ncon

distintasintensidadesy en sentidosopuestos.En un estudio comparativodc

diferentes métodosde valoración de proteínas,Hogneu al ( 19S9) sugieren

que e] método que mejor vajora el cínitenicio de proteínasde este tipo de

muestras es el método de Lowry, Con diferencia incluso con el Lowry

modificado. Otros autores (Baer, 1988) sin embargo también describen

interferenciascon este método, no existiendo por el momento un método

donenparaestavaloración. En nuestras pnmeras experiencias COfl extractos

de v>lei~es~ comprobarnos que el contenido proteico calculado a partir de los

datos de Lowrv. era acorde COrI las cantidades requeridas para que se

visualizaran las proteínas en los geles cte poliacrilamida, mientras que si se

estituaba por otros mélodos encontrábamos que, o la proteína resultaba

insuficiente. o era excesiva. Estos resultados estaban de acuerdo con lo

expuesto por Hognecl a/(1989>, ~Ot lo que se decidió utiiizar aquí e] método

de Lowry C()m() el más adecuado para la valorac¡6n del contenido proteico en

el estudio aun c nscíentes de alguna Ii mitacI() iv

A lo largo del trabajo se observo que en el extracto del primer minuto, el

método (le 1..owrv podía S4)hfCStimtIt el contenido proteico ya que para

visualizar las bandas en la misma I)r(>Hrci~n que en los demás extractos, se

requería un mayor volumen de muestra que el caicu!ado por el nietodo de

Lowrv. Durante el estudio comparativo de los extractos obtenidos de Vienes

recogidos cii diferentes años, observamos cine en el polen recién recolectado,

el niét< ido pareCÍa infravalorar en cambie, el contenido del extracto del

primer minuto. Kalb y Bernlohr (1977), han diseñado un sistema
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espectrofotométrico de valoración de proteínas basado en una relación

matemáticaentrela absorbenciade la muestraa 2ñOnm y a 230nm. Segúnlo

descritopor los autoresel métodopermitecorregir las interferenciasque los

ácidosnucleicos producenen el método mediante relación densitométrica

280/26<) (Warbungy Christian, 1942>, así corno las interferencias de los

hidratosde carbonocon el rnétn&) de Lowrv. El diseñode estemétodo de

valoracion,se lleva a caboCon objetode facilitar ¡a valoraciónde proteína en

medios de incubación celular, 1<) cual puede hacerlo) idóneo para valorar la

proteína de los extractos de polen. Este método, no empleadoen otros

estudios,fue comparadoCon d método de Lowrv, de Warbunget al y con el

método de Bradford (1976). Los resultadospusieron de manifiesto que el

método de Lowry y de KWh sonabsolutamentecoincidentesa excepciánde

los valoresde los extractosde un minuto de [ncubacióny del último extracto

del polennuevo.La homogeneidad encontradacon el segundométodo, entre

los extractosde un niínuto (le los distintospélenes, puedesuponeruna mejor

valoración que método de Lowry. Estos resultados sugieren que la

interferenciaque pueda obtenersecon el método de Lowry se produce

principalmentecon componentesliberadosduranteel primer minuto dc la

incubación,de origen citoplasmáticoen sti gran mayoría, mientras que en

otros métodosinterfieren con sustancias liberadas durante todo el proceso.

La interferenciade los componentesci topíasmáticoscon la valoracion de

por de - y patenteen d estudiocomparativoproteínas el método Lowry esmu

de liberació¡i de proteínascon pólenesde diferentessuministradores.Así en

el polen de allergon, que conteníauna alta proporcion de pólenes rotos y

fragmentosde plantas,el métodode lÁwry reflejabauna cantidad de proteína

muy alta en el extractode un minuto. con respectoa los de <Itros pólenes
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mientras que les valores posteriores, aunque diferentes, se hacían más

I)mxiI~1(>s~ Los volumenes requeridos para la visualización de las proteínas del
primerextractono fueron acordescori lo calculado a partir del Lowry.

Teniendo en cuenta que la contribucion de los componentes extraídos en

el primer inmuto (principalmente citoplasmaticos) representan un alto

porcentaje del extracto total, y que éste es variable dependiendo del estado (le

COLSCFV8CI(>fl del polen, la utilidad del niétodo de Lowry para valorar los

extractos totales es también dependientedel estado de conservación del

P~ieÉ1. Esta observacionjustifica la díscrepanciúde los diferentes autores

s bre I~ apiicabi1 id acl del método en la valoracion de pr< ñeínas en los

extractesalergérticosprocedentescte polenes.

5.4 (:ARACTERJSTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS ALERGENOS DEL
POLEN DEL CENTENO

Matthiesene, al (1990), han realizadounaextensarevisionbibliográficade

les estudiosrealizados sobre alergeros de iwlenes de las gramíneas.En su

estudio [mii recopilado los datos de las características fisicoquímicas e

flmtimw¡uím¡cas. de los alergenosque se han aislado. Atendiendo a la

normativasobre nomenclaturade los alergenos,los hastaal1orapurificados

puedenser agrupadosen seis gruposmayoritariossegúnel esquemade la

wbla S.l. Los alergenosmas domííiuntes son aquellosque se incluyen en mS

grupos 1 y

lÁIS características fisicoquímicas de los alergenns de nuestro estu(jio

refleian que en el píWen de Centenohay alergenosque pertenecerían a vanos

de los grupos descritos,pero la banda cte 48 kDa, qtie se desdobla en tres

componentesalergénicos de Pl 5.7.. 6.1 y 65 no ha sido descritaen ninguna
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(IItt]PC PM
S¡.)S PA<.IE

I>RItI)( )MINI()

31—36 ‘ () so

II II 25
III II 9 ¡ 1Y5’/

1V 5065 L) ¡o so
V 26-31 ‘~ 8{W

VI II 1 75

TABLA 5.1

gramíneay su detecciónpuede dar lugar a la apariciónde un grupo VII en

esta clasificación. El hecho de no haberse identificado como alergéníca en

otros pólenesde gramíneas,puedeserdebidoa queseaun alergenoexclusivo

de polen dc] centeno,lo que estaría de acuerdo con Benjarninsy Vermeulen

(1931),o bien que su extracciónen les mediosde incubación empleados sea

escasay no sehayapodido identificar.

No se han detectado alergenosde bajePM en estepolen, por lo que fl()

parececonteneralergenosde los gruposII, 111 y VI.

Los componentesalergénicosla bandade 58 y la de 67 podríanpertenecer

a el grupo IV. La bandade 67 se eluye en el primer pico básico de las

cromatografíasde intercambio ‘drnonico de Los extractospreparados del polen

dc 1987. Este hecho permite afirmar que es ¡iii componentebasicoy sería

equivalente al descrito por Howlett y Clarke (1981) en el polen de IoIíum

perenne.Este componenteno se detectaen el polen nuevomientrasque en

su lugar podríaincluirse al componentede 58 kDa, pero ha de determínarse

aún supunto iseeléctrico. Se han descrito asociaciones entre componentes de
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It 15 polenes (le las gramínea (Dactilis glomerata), mediante estudios

crorn’¿togrúficos (Brodard et al, 1991). Estas asociaciones pueden dar lugar a

bandas (lije ndicarían la existencia dc sustancias que no existen Así la unión

de des componentes de peso molecular cercano a 3<) kDa, darían lugar a la

aparici<.in tic los componentesreactivos de 67 y 58 kDa. En nuestra

experiereía la bandade 67 kDa se detectaen el los perffles electroforéticos

tic las tracciones de exclusión molecular correspondiente a su masa molar

pero sesigue recogiendo en fraccionesposteriores junto con los componentes

de alre(Iettor de 3(1 kDa (datos no expuestos en los restiltados). Si la

USOCLJCIOnse produceentreel componentede 58 y el citocrorno(? (12 kDa),

la unión tambiénda !ugar a un componentebásicode pN4 cercano a 67 kDa.

La variabilidad observadaen ja extracción de estos componentes, podría

también deberse a la posibilidad o uy de estasasociaciones, dependiendode

las características de la extracción asi c.rno de la conservación del polen.

Lii cuanto a los ~iiergerioshasícús dc pesos moleculares cercanos a 3<) kDa,

sus características tn<)IecLlIares no permiten ¡ncluir]os corno alergenos de

n¡ngún grupo, sm embargo se ha descrito corno aiergeno del polen de Poa

(Kisil. 1990), una proteína de peso molecular 33 kDa y un PI ti, que es muy

alergénicay se describe come uno de los a]ergenosflRis importantesde este

polen. Los autores la incluyen corno componente del grtipn liv La reactividad

de las des bandasbásicasen el irkmlln()hlot del isoelectroenfoquecte las

fracciones cte componentes de 3<) kDa, recogidas mediante exclusión

molecular,muestraqtie al menosdescte los componentesmás básicosde este

polensenalergenosy con puntos isoeléctricosde 9.3 y 9.1 por lo que serian

clasificadosdcntrodel grupoIb.
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Las característicasde los demásalergenosidentificados,estánde acuerdo

COfl las de otras gramíneasde los grupos 1 y ½‘(Ford y Baldo, 1 89fr

Matthiesen y Lowenstein, 1991; Klysner. 1992). Estos alergenosse han

descrito comomuy importantes dentro de os pólenes de las gramíneas.

A pesar de que dentro del campo de la alergia la purificación de alergenos

es objetive prLuritario, no se han 1)ufificad(> más que una pequeña j~roporcmn

de ellos. Las técnicas empleadasson generalmentecomplejas,y muchasde

ellasrequierenla realizaciónconsecutivactevariosprocesosdiferentes,dando

lugara un bajerendimiento.

El coflocinhieflt() de las característicasde emisiónde proteínasy alergenos

nos ha permitido obtenerun extractoaltamenteenriquecidoen alergenos.

Esteextractoha perniltido purificar niedianteun único pasocmmatográfico

los componentes de la banda de 48 kDn, así corno estudiarsu potencia

alergénica. La semejanza características fisicoquímicas de sus tres

componentesrequiereun ~~OCCS()niás complejoparapodersepararcadauno

de ellos independientementey estudiar s¡ son o no isoalergenos,O SOfl

moléculascompletamentediferentes.

La cromatografía de intercambio catiánico del mismo extracto ha

permitido purificar cii un solo pasocfl)matogratíc() tres alergenos.(los del

grupo V y otro de 48 kDa no incluib]e en ningún grupo.

Todo esto resultados confirman la necesidad de coilocer mejor las

característicasbiológicasde los pólenespara obtener extractos de alta calidad

y para conocer mejor las características fisicoquímicas de los componentes

reactivos.
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CONCLUSIONES

De Los resultadosexpuestosen estetrabajo se pueden extraer las siguientes

en nclt¡s jo res

Conclusiones sobre preparación de extractos:

e 1) La liberación de los Componentes del polen de centeno no se

[)roduce por simple d¡ftisión, sino que obedece a mecanismosmás

complejos, dando lugar a que existan diferencias en la velocidad y en la

tasa de eni i.SiOfl de los di st ¡ R1<>S COmpoiieiites. La emisión de

componentes parecen guardar relación con los ~~flCCSOSbotánicos que

ocurren en el polen cuando éste entra en contacto COfl un medio

húmedo.

• 2) Diversos factorestales Ccliii) el pH del medio, composicióndel

tampon cte extraccion, estado cte c(>flservaciofl del polen, pueden

modificar las características cinéticas de la emisión de dichos

componentes. Las diferencias en composícion observadas entre

extractos obtenidoscíe una misma especiede polen por diferentes

metodologías,podríanjustificarseporestehecho.

• 3) La calidad de los pólenes conio niaterial de partida en la

I)reparaci6n de extractos alergénicos,esdependiente de la metodología
de recolección, desecacion y censervacion las ct¡ales deben de ser

diseñadas teniendo en cuenta la actividad metabólica que posee cada

pol en a] niomen te de su recogida.
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• 4) El conocimiento de las características de la emisión de proteínas y

alergenos permite obtener extracfi>s enriquecidos en diferentes

alergenos, los cUales constituyen un material de partida doneo para la

caracterización y purificación de las sustancias alergénicas.

• 5) E] polen de centeno contiene un componenteinterferentecon Los

procesos de isoelectroenfoque,que se extrae principalmente en

tampónfosfato y carbonatoy que debe de ser tenido en cuentaen el

análisisde los extractosmedianteestatécnica.

• 6) Algunas de las recomendaciones(le la lUIS no pueden ser

aplicadas en la preparacioncte extractos con estospólenes.

• 7> La eliminación de las st¡stancias extraidas del polen durante el

primer mínutn de iIlcIJbacion podría suponer una importante mejora en

la calidad de los extractospreparadosmediante incubación del polen.

• 8) El conocimjentobotánico de los {)rOCeSfls que ocurren en el polen

durante las incubacionesque se realizan para la preparación de

extractos alergénícos,permite optimizar el diseño de ohtencíáii de

dichos extractos.

Conclusionessobrelos alergenosdel polendecenteno

• i) El conocimiento de las características biológicas del polen de

centenopermiteobtenerextractosfraccionadosque facilitan el estudio

de identificacióny caracterizaciónde susalergenos.

• 2) El polende Centeno contieneunaelevadaproporci~nde alergenos

básicos muy reactivos, lo cita] díscrepa con las consideraciones
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generales sobre alergenos (le las gramíneas en las que se describen

cornomayoritarioslos componentesácidos.

• 3) El componentede 48 kDa podría ser un alergenoespecíficodel

p(}leIl enestudio.

• 4) Los resultados del esteestudio realizadoen el polen del centeno,

sugierenqueestepolenno contiene alergenos de los gruposII, III y VI.

• 5) 1 z~ característicasde una partede sus aJergenosson coincidentes

con las descritas 1)araOtrasgramíneasde Los grupos1, Ib, IV y V.

• Debe de ser reconsiderada [a Fu> inclusión de este polen entre los

seleccionadospara la preparaciónde extractos alergénicos,ya que

puede 1)rcsentar diferencias claras’ Con los pólenes de otras gramineas.
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