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Resumen

El asma alérgica es una hipersensibilidad mediada por IgE, que produce inflamacion
cronica de las vias respiratorias, remodelacion del tejido y disminucién reversible del flujo
de aire. Esta patologia es de importancia en salud publica por su alta incidencia en la
poblacion, no tiene cura y, hasta el momento, no se puede diagnosticar tempranamente ni
prevenir porque se desconocen sus mecanismos desencadenantes. En México, hasta 8 %
de la poblacion padece asma, siendo los nifios menores de 5 afios los més afectados.
Ante la imposibilidad de realizar estudios en humanos sobre los mecanismos
desencadenantes, el desarrollo del problema, el diagnéstico temprano, la prueba de
nuevos agentes terapéuticos, desensibilizantes y profilacticos, se requieren modelos
animales cuyas diferencias con el humano sean minimas. La mayoria de los modelos
empleados estdn basados en rata o ratdén y tienen limitaciones importantes.Los cerdos
comparten con el humano similitudes anatomofisiolégicas, sobre todo a nivel del sistema
respiratorio, con un alto potencial traslacional, por lo que en el laboratorio de
Inmunobiologia de las Mucosas se ha desarrollado un modelo porcino de
hipersensibilidad respiratoria mediante un protocolo de sensibilizacibn con un extracto
comercial del polen de Phleum pratense (Php), un alérgeno reconocido en el humano.

El objetivo de este trabajo fue evaluar a produccion de IgE especifica en suero y mucosas
en ese modelo porcino. Ante la poca disponibilidad de anticuerpos comerciales contra la
IgE porcina, se purificé y caracterizé IgE de cerdo mediante columnas de afinidad con
anticuerpos monoclonales anti-lg de cerdo (anti-IgA, anti-IgM y anti-lgG) y se produjeron
antisueros policlonales inmunizando ratones con la cadena pesada de IgE porcina. Con
esos anticuerpos anti-IgE porcina se estandarizdé un ensayo de inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA) cuantitativo indirecto, para evaluar la producciéon de IgE en suero y
mucosas de los cerdos experimentales y controles del modelo de hipersensibilidad
respiratoria. Encontrado una produccion de esta inmunoglobulina especifica en suero, con
una diferencia significativa entre los dias 49 y 56 del protocolo de inmunizacién (P< 0.05)
lo que indica que la IgE va en aumento. Pero sin encontrarse aun una produccion en
mucosas. También se comparé el patron de inmunorreactividad de los sueros porcinos y
de pacientes asmaticos contras las proteinas alergénicas del extracto comercial del Php,
encontrando una heterogeneidad en el patron de reconocimiento tanto en los cerdos
como en pacientes asmaticos y la mayoria de los cerdos reconoce a la proteina Php pl
como sucede en los pacientes asmaticos. Los resultados confirmaron la bioactividad de la
IgE especifica asociada a la hipersensibilidad respiratoria en el modelo y describen que
los antisueros anti-lgE porcina son adecuados para su uso en ensayos especificos de
alérgenos. Esto mejorara la utilidad del modelo porcino en alergias y proporcionara una
medida adicional de la respuesta inmune de tipo 2 en los cerdos y, sobre todo; en explicar
mas sobre la patogénesis del asma, por ejemplo, lo que condiciona que se tenga una
inflamacién neutrofilica o eosinofilica, en qué momento cambia el perfil de la respuesta de
anticuerpos IgM o 1gG a uno de IgE, y cual es la cinética de sensibilizacion de la mucosa.
Por otra parte, probar tratamientos nuevos para el asma, buscar elementos para el
diagnoéstico temprano que permitan la prevencion y el control del desarrollo de la patologia
o0 incluso probar tratamientos para revertir (desensibilizacién) o prevenir el problema, son



metas altamente deseadas que podrian investigarse en un modelo traslacional semejante
en tamafio, fisiologia y desarrollo al humano, como lo es el cerdo.

Abstract

Allergic asthma is an IgE-mediated hypersensitivity, which causes chronic inflammation of
the airways, tissue remodeling and reversible decrease in airflow. This pathology is of
importance in public health because of its high incidence in the population, it has no cure
and, so far, it cannot be diagnosed early or prevented because its trigger mechanisms are
unknown. In Mexico, up to 8% of the population suffers from asthma, with children under 5
being the most affected. Given the impossibility of conducting studies in humans on the
triggering mechanisms, the development of the problem, the early diagnosis, the testing of
new therapeutic, desensitizing and prophylactic agents, animal models whose differences
with the human are minimal are required. Most of the models used are based on rat or
mouse and have important limitations. Pigs share with the human anatomophysiological
similarities, especially at the level of the respiratory system, with high translational
potential, so in the Immunobiology laboratory of Mucous has developed a porcine model of
respiratory hypersensitivity by means of a sensitization protocol with a commercial extract
of the pollen of Phleum pratense (Php), an allergen recognized in humans.

The objective of this work was to evaluate the production of specific IgE in serum and
mucous membranes in this pig model. Given the low availability of commercial antibodies
against porcine IgE, pig IgE was purified and characterized by affinity columns with anti-
pig g monoclonal antibodies (anti-lgA, anti-lgM and anti-lgG) and polyclonal antisera were
produced by immunizing mice with the porcine IgE heavy chain. With these anti-porcine
IgE antibodies, an indirect quantitative enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was
standardized to evaluate the production of serum and mucous IgE from experimental pigs
and controls of the respiratory hypersensitivity model. Found a production of this specific
immunoglobulin in serum, with a significant difference between days 49 and 56 of the
immunization protocol (P <0.05) indicating that the IgE is increasing. But without still
finding a mucous production. The immunoreactivity pattern of porcine sera and asthmatic
patients against the allergenic proteins of the commercial extract of Php was also
compared, finding a heterogeneity in the pattern of recognition in both pigs and asthmatic
patients and most pigs recognize the Php pl protein as it happens in asthmatic patients.
The results confirmed the bioactivity of the specific IgE associated with respiratory
hypersensitivity in the model and describe that porcine anti-IgE antisera are suitable for
use in specific allergen assays. This will improve the utility of the pig model in allergies and
provide an additional measure of the type 2 immune response in pigs and, above all; in
explaining more about the pathogenesis of asthma, for example, what determines that
there is a neutrophilic or eosinophilic inflammation, when the profile of the response of IgM
or 1gG antibodies to one of IgE changes, and what is the kinetics of sensitization of the
mucosa. On the other hand, trying new treatments for asthma, looking for elements for
early diagnosis that allow the prevention and control of the development of the pathology
or even trying treatments to reverse (desensitization) or prevent the problem, are highly
desired goals that could be investigated in a translational model similar in size, physiology
and human development, as is the pig.



Introduccion

Asma

El asma se caracteriza por una reaccion de las vias aéreas que conduce a una
obstruccion reversible del flujo de aire en asociacién con la hiperreactividad de la via
aérea (AHR) y la inflamacion de ésta [1]. Por ello, el asma alérgica se considera un
trastorno heterogéneo de las vias respiratorias que involucra la inflamacion, la
disminucion de la funcién y la remodelacion del tejido. Esta enfermedad afecta a mas de
300 millones de personas en todo el mundo, con aproximadamente 250,000 muertes
anuales [2]. En las ultimas dos décadas, a medida que el corticosteroide inhalado se ha
convertido en un agente de tratamiento para la enfermedad, la mortalidad del asma ha
disminuido [3]. Los nifios tienen el mayor porcentaje de asma en comparacion con otros
grupos de edad. Se espera que el numero de pacientes aumente en mas de 100 millones
para 2025 [2,3].

En general, la mayoria de los casos de asma comienza en la infancia por la
sensibilizacién a alérgenos inhalados comunes, como los acaros del polvo doméstico, la
caspa de los animales, los hongos y el polen. Estos alérgenos estimulan la proliferacion
de células T helper tipo 2 (Th2) y, posteriormente, la produccion y liberacion de
interleucinas (IL-4, IL-5 e IL-13) [3]. Ademas, se han descrito mecanismos epigendémicos
que dependen de estimulos ambientales (la dieta, el contacto con microbiota y sus
productos metabdlicos, la exposicibn a contaminantes extramuros o intramuros) que
pueden modificar la expresiéon de estos genes de diferentes maneras para activar o inhibir
su efecto [4]. Una vez establecida la predisposicion, existen mdultiples factores
desencadenantes (alérgenos, infecciones, contaminantes ambientales, irritantes, cambios
de temperatura, ejercicio fisico, emociones) que pueden causar exacerbaciones en los
pacientes con asma (Figura 1) [3,4]. La inflamacién es inducida por la liberacién de
mediadores quimicos por las células inflamatorias. Como resultado de la inflamacién
cronica de las vias respiratorias, se produce una remodelacion del tejido, caracterizada
por el engrosamiento de la pared alveolar, que puede tener profundas consecuencias por
el estrechamiento de las vias respiratorias, lo que contribuye a la cronicidad y la
progresion de la enfermedad [3].

Se cree que el asma surge de la compleja interaccion de la susceptibilidad genética y las
influencias ambientales [3]. La predisposicién genética a montar una respuesta local de
inmunoglobulina IgE, conocida como atopia, es uno de los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de la enfermedad [3]. La mayoria de los problemas
asmaticos estd asociada con la atopia [4,5], sin embargo, también existen variantes,
definidas clinicamente, que no montan una respuesta de IgE a los alérgenos ambientales
[7]. La inflamacién asociada a Th2 y la produccion de IgE también son caracteristicas del
asma no atopica o intrinseca, aunque no se sabe qué impulsa este proceso [5]. De hecho,
el asma ahora se considera un trastorno compuesto por distintos endotipos [5,6].

En general, el proceso de la enfermedad se considera como un fendmeno de dos etapas.
La primera consiste en la sensibilizacion a un alérgeno aéreo, la cual da lugar al
desarrollo preferencial de linfocitos Th2, antigeno especificos, donde el alérgeno es
capturado y procesado por una célula presentadora de antigeno (APC), que lo transporta
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hasta el ganglio linfatico regional mas cercano, en donde lo presenta a los linfocitos T
CD4+, dando lugar a una respuesta de tipo Th2 [7]. La activacion y diferenciacion de
linfocitos Th2 da lugar a la produccion de diversas citocinas como IL-13, que tiene efecto
sobre células caliciformes, dando lugar a la hipersecrecion de moco e hiperplasia de
células; la IL-5 que aumenta la vida media de los eosindfilos, de IL-4 que da lugar al
cambio de isotipo para la produccion de anticuerpos IgE especificos para el alérgeno (en
los individuos sanos la respuesta generada seria del tipo Thl, caracterizada por la
produccién de anticuerpo IgG1, la cual esta bien controlada y no tiene consecuencias
clinicas), la IgE especifica se sitia en los receptores de alta afinidad para la regiéon Fc de
las IgE (FceRI) en la superficie de los basoéfilos y mastocitos tisulares que los expresan
constitutivamente, de tal manera que las células quedan sensibilizadas (Figura 2) [6,7], sin
conocerse del todo por que ocurren estos fendmenos en el paciente atédpico.

Factores
Desencadenantes

Factores
Predisponentes

Fisiop atolo ia
Células directoras ﬁ

Figura 1. La fisiopatologia del asma depende de la interaccion entre factores predisponentes,
factores desencadenantes, células directoras (como los linfocitos T reguladores, T ayudadores [Th]
o las células dendriticas), células efectoras (como mastocitos, eosindfilos y neutrofilos) y moléculas
(como citocinas, adhesinas, mediadores quimicos y neurotransmisores). Las interacciones entre
factores predisponentes y factores desencadenantes con células y moléculas de las vias aéreas,
en especial del sistema inmunolégico, explican la expresién clinica heterogénea que se puede
presentar en cada paciente, lo que se conoce como fenotipo [4].

El asma no alérgico (intrinseco) a menudo se desarrolla mas tarde en la vida y, segun su
definicion, no tiene reactividad de IgE. Esta forma de la enfermedad es mas comun en las
mujeres, a menudo se asocia con rinosinusitis cronica y polipos nasales, asi como con la
obesidad [7]. EI campo del diagnostico y tratamiento clinico del asma ha experimentado
grandes cambios conceptuales a través de la llegada de los estudios de expresion del
genoma y los primeros ensayos clinicos que utilizan terapias dirigidas con agentes
biol6gicos. Al igual que con muchas enfermedades inflamatorias crénicas, los médicos
ahora se dan cuenta de que la division del asma en solo dos formas clinicas ha sido una
simplificacion excesiva [7,8].

El mecanismo fisiopatoldgico implicado en el desarrollo de un fenotipo especifico se llama
endotipo. Pueden coexistir varios endotipos dentro de un mismo fenotipo (Figura 3), por
ejemplo, el asma alérgica es uno de los fenotipos mas frecuentes y por lo general aparece
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tempranamente en nifios, pero al estudiar los mecanismos fisiopatoldégicos pueden
encontrarse varios endotipos: algunos pacientes presentan inflamacion eosinofilica
dependiente de un patron linfocitario Th2 predominante, pero otros pueden tener patrones
con mayor actividad Thl o Th1l7 que también sean especificos para un alérgeno y que
causen inflamacion de preponderancia neutrofilica (Figura 4) [8].
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Figura 2. El proceso de sensibilizacion a IgE respiratoria se inicia por la inhalacion de alérgenos en
las vias respiratorias naive (izquierda) seguido de la captacion de antigenos por las células
dendriticas (DC) que recubren el epitelio de las vias respiratorias. Dependiendo del microambiente
local, los factores pro/antiinflamatorios son liberados por el epitelio de las vias respiratorias o las
células linfoides innatas (ILC) que activan las DC portadoras de alérgenos que migran hacia los
ganglios linfaticos de las vias respiratorias. Ahi, las DC presentan el alérgeno al sistema inmune
adaptativo. En el caso de la sensibilizacién a IgE, la presentacién de un alérgeno a células T CD4+
inexpertas induce la diferenciacion y formacién de células efectoras Th2 que migran a las vias
respiratorias. Ademas, la respuesta Th2 también conduce a la produccioén, por las células B, de IgE
especifica de alérgeno que se une a los mastocitos y las DC en las vias respiratorias. Tras la
nueva exposicion al alérgeno (derecha), el entrecruzamiento de la IgE inducida por alérgenos en
los receptores de mastocitos conduce a la liberacion de histamina y a la infiltracion de eosindfilos y
neutrofilos. Ademas, la absorcion de antigenos y la presentacion local por parte de las DC también
dan como resultado la activacion de las células Th2, lo que fomenta ain mas la infiltracion de las
células inmunitarias, lo que lleva a la apariciéon de los sintomas [7,8].

En el fenotipo de inflamacion eosinofilica pueden existir diferentes endotipos, pues esta
inflamacién puede ser mediada por linfocitos Th2 especificos para un alérgeno, pero
también por células innatas linfoides tipo 2 (ILC2) no especificas para un alérgeno, en



consecuencia, ambas vias pueden ser activadas por estimulos diferentes [9]. La
inflamacioén en las vias aéreas esté presente en diferentes grados durante la evolucion de
la enfermedad y en las exacerbaciones del asma, aunque en ocasiones puede haber
broncoespasmo sin un componente inflamatorio tan notorio.

Ademés de la inflamacion eosinofilica y de la inflamacion neutrofilica inducida por
linfocitos Thl o Th17 o por ILCs tipo 1 o tipo 3, pueden existir otros desencadenantes que
ocasionen directamente el broncoespasmo [9], entre ellos, las especies reactivas de
oxigeno (ROS), que activan la via del factor nuclear kappa B (NFk-B), con lo que
propician la produccién de moléculas proinflamatorias o el incremento del tono colinérgico
con liberaciébn excesiva de acetilcolina, favorecida por una falla en los receptores
muscarinicos inhibitorios M2; o la activacién de canales ibnicos TRPAL (transient receptor
potential cation channel subfamily A, member 1) por cambios de osmolaridad o
temperatura en el epitelio; o por activacion de la via del ACTH (adrenocorticotropic
hormone), cortisol endégeno y los receptores de CRH (corticotropin-releasing hormone)
durante el estrés emocional [10] (Figura 5).

Fenotipos del asma
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Figura 3. La combinacion de variantes genéticas (genotipo) y los mecanismos epigenémicos para
expresar o inhibir a estos genes dan como resultado los mecanismos fisiopatogénicos (endotipo) y
las manifestaciones clinicas (fenotipo) [5,8].



Asma alérgico Asma no alérgico

Figura 4. El asma alérgico es ocasionado por una respuesta inmunolégica especifica hacia un
alérgeno. Esta coordinada, en la mayoria de las ocasiones, por linfocitos Th2, que activan a los
linfocitos B para la sintesis de IgE especifica hacia el alérgeno, pero, de igual forma, puede ser
ocasionada por mecanismos no dependientes de IgE a través de linfocitos Thl o Thl7 (también
con receptores especificos para el alérgeno), pero sin favorecer la sintesis de IgE [8,10].
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Figura 5. La inflamacion en las vias aéreas contribuye al broncoespasmo en las exacerbaciones
del asma. La mayoria de las veces esta inflamacion es eosinofilica, ocasionada por linfocitos Th2
que favorecen la sintesis de IgE especifica, pero también puede ser causada por linfocitos NKT o
ILC-2 que, por mecanismos independientes de la IgE y ante estimulos diferentes, causan
inflamacion. Los linfocitos Thl, Th17, ILC-1 o tipo 3 también pueden causar inflamacion, pero por
neutrofilos atraidos por IL-17 y activados por IFN-y. La inflamacion y el broncoespasmo también
pueden ser favorecidos directamente por radicales libres del oxigeno (ROS), que activan la via del
factor nuclear kappa B (NFk-B), con la producciéon de citocinas proinflamatorias, o por un tono
colinérgico exagerado, por activacion de canales i6énicos TRPAL, o por cambios en la via del
cortisol y el estrés. Estos mecanismos pueden combinarse en el paciente. GM-CSF, granulocyte
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and macrophage colony stimulating factor; LTB, leucotrieno B; Ig, inmunoglobulina; IFN, interferdn;
IL , interleucina; Th, T helper; ILC, innate lymphoid cell; ROS, reactive oxigen species; NFk-B,
factor nuclear kappa B; NKT, natural killer T cell; Ach, acetilcolina; HCHO, aldehidos; TRPA1,
transient receptor potential cation channel subfamily A member 1; CRH, corticotropin releasing
hormone; ACTH, adrenocorticotropic hormone; TSLP, thymic stromal lymphopoietin [10,13].

Asma eosinofilica

El asma se ha considerado como el trastorno de Th2 caracteristico de los pulmones. Esto
se vio confirmado por los hallazgos iniciales de la inflamacion asméatica de las vias
respiratorias, a menudo de naturaleza eosinofilica, medida en el lavado broncoalveolar
(BAL), las biopsias bronquiales o el esputo, independientemente de si el paciente es
alérgico o no [10,11]. En estudios iniciales de personas con asma leve a moderada, se
encontré un aumento de células CD4* que producen IL-4 e IL-5, en BAL y en biopsias del
tejido linfoide asociado a bronquios (BALT), correlacionando con el grado de eosinofilia de
la via aérea [10]. La presencia de IgE sérica es el sello de la inmunidad Th2 adaptativa,
impulsada por el cambio de clase de las inmunoglobulinas sintetizadas por las células B
inducida por IL-4[13]. Puede haber mejores biomarcadores sustitutos del endotipo Th2 del
asma, como los niveles de IL-25 sérica y periostina, que se correlacionan bien con la
eosinofilia tisular. La eosinofilia en el tejido pulmonar es impulsada por la IL-5, que apoya
el desarrollo de eosindfilos en la médula ésea y por el reclutamiento de eosindfilos en la
mucosa pulmonar y el intersticio a través de la produccién de quimiocinas CCL11, CCL24
y CCL26 [13]. Numerosos estudios muestran que el tratamiento del asma con
corticosteroides reduce los eosindfilos circulantes y de las vias respiratorias en paralelo
con la mejoria clinica. Sin embargo, el papel y la contribucién de los eosindfilos al asma
se estan reevaluando con base a estudios con un tratamiento anti-lL-5 que redujo
significativamente los eosindfilos, pero no afecté el control del asma [9,13]. Los productos
derivados de eosindéfilos como la peroxidasa activan la inmunidad adaptativa a través de
los efectos en las DC. Los eosindfilos también pueden presentar el antigeno directamente
a las células T efectoras. Los estudios con ratones modificados genéticamente, que
carecen de eosindfilos, han demostrado que estas células también contribuyen a la
remodelacién de la pared de las vias respiratorias y al engrosamiento de la membrana
subepitelial a través de la liberacion del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B),
aungue esto no se ha observado en todos los modelos de asma [13,14].

Asma neutrofilica

Estudios previos han demostrado que la entrada de neutrdéfilos en las vias respiratorias se
asocia con desencadenantes no alérgicos del asma, como el dioxido de nitrégeno vy el
ozono [16]. Ademas, los neutrofilos son el primer tipo de células que ingresan al pulmon
después del desafio con alérgenos [13]. A diferencia de los eosindfilos, la entrada de
neutrofilos es transitoria después del desafio con alérgenos. El hecho de que los
neutrofilos desaparezcan muy rapidamente después de la exposicion al alérgeno
puede ser critica en la regulacion de los nimeros de neutréfilos en la via aérea. Aunque el
asma esta asociada clasicamente con la eosinofilia y las citocinas Th2, algunos pacientes
muestran una enfermedad predominante de neutréfilos con una ausencia de citocinas



Th2. En particular, los pacientes con artritis tardia y formas mas graves de asma parecen
tener una inflamacion neutrofilica con una obstruccion de las vias respiratorias menos
reversible y un medio mixto de citocinas Thl y Th1l7 [14]. Su papel fisiopatolégico sigue
siendo incierto; pueden ser un factor determinante de la falta de respuesta al tratamiento
con corticosteroides. La regulacion del reclutamiento, activacion y alteracion de los
neutréfilos en la funcion pulmonar aun esta en estudio, pero el leucotrieno B4 puede
contribuir a estos procesos. La IL-17 favorece a veces a los ratones y en ocasiones los
protege de la enfermedad. Estas discrepancias pueden explicarse por el momento de la
neutralizacion o administracion de IL-17, ya que se ha observado un papel protector con
la IL-17A en el asma solo durante la fase de desafio. Los neutréfilos pueden producir una
amplia gama de productos que incluyen lipidos (LTB4, PAF, TXA,, LTA4), citocinas (IL-1b,
IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B), proteasas (elastasa, colagenasa, MMP-9), productos
microbicidas (lactoferrina, MPO, lisozima), intermediarios reactivos de oxigeno
(superoxido, H,02, OH) y 6xido nitrico. La elastasa, en particular, tiene una extensa gama
de acciones. Descompone no solo la elastina, sino también el colageno lll, promueve la
formacion de colageno |V, proteoliza las proteinas tensioactivas y activa las
metaloproteasas de la matriz. En el epitelio, la elastasa aumenta la secrecion de moco
[13,14]. La elastasa puede inducir al epitelio de las vias respiratorias a liberar IL-8 y
posiblemente otras citocinas. La elastasa dafia el endotelio al aumentar la permeabilidad y
promover la apoptosis, y activa los mastocitos y los eosinéfilos [15].

Respuesta inmunolégica

Una caracteristica fundamental del asma asociada con la sensibilizacion alérgica es la
capacidad de las vias respiratorias para reconocer los alérgenos ambientales comunes y
generar una respuesta de citocinas Th2 [15]. Por lo tanto, una pregunta crucial en el asma
es ¢Qué mecanismos explican la expresion especifica de la atopia en las vias
respiratorias y por qué algunos pacientes, a pesar de ser muy atopicos, no tienen
evidencia de asma? Una explicacion es la forma en que la respuesta inmunitaria regula a
los alérgenos en la superficie de las vias respiratorias.

La sensibilizacion al alérgeno comprende su captacién y procesamiento por las células
dendriticas del epitelio y la submucosa de la via aérea [14,15]. La captacion de alérgenos
se ve aumentada por los receptores de alta afinidad en DC que facilitan la internalizacion
del alérgeno. Una vez dentro de la DC, el procesamiento de los alérgenos se da por la
catepsina S, la posterior seleccién de péptidos y presentacion por las moléculas HLA
(MHC clase II), fundamental para servir como activadoras de linfocitos T [16]. Una vez que
la DC ha capturado al alérgeno, recibe sefiales para migrar a los ganglios linfaticos
locales donde tiene lugar la presentacién del antigeno. Sus receptores de quimiocinas
especificos, incluidos CCR7 y sus ligandos CCL19 y CCL21 (y en menor medida CXCR4
y su ligando CXCL12), estan involucrados en esta migracion para permitir el contacto con
células T naive [15,16]. La presentacion de un péptido antigénico al receptor de células T
inicia la sensibilizacion y la respuesta inmunitaria especifica posterior al alérgeno. La
activacion de células T por el antigeno depende de la interaccion de CD80 (B7.1) o CD86
(B7.2) de las DC con el CD28 de las células T, lo que conduce a la sensibilizacion,
mientras que la falta de estas moléculas coestimuladoras puede llevar a la anergia. Un



método alternativo para prevenir la sensibilizacién y hacer que las células T sean
anérgicas es el compromiso de una segunda molécula coestimuladora, el antigeno
citotoxico de linfocitos T (CTLA) 4, que tiene una afinidad mas alta que CD80 o CD86 para
CD28y, por lo tanto puede prevenir la estimulacion de CD80/CD86 [18,19]. Bajo estas
circunstancias, se piensa que otras vias coestimuladoras estan involucradas en la
activacion de las células T, incluyendo ICOS y sus mdltiples posibles ligandos B7-RP1,
PD-L1 (B7-H1), PD-L2 (B7DC), B7-H3 y B7- H4 (B7-S1) [19], asi como OX40 (CD134) y
su ligando OX40L (CD252).

La capacidad de la DC para generar IL-12 determina el equilibrio entre las respuestas Thl
y Th2, la diferenciacion de células T con la produccion de IL-12 favorece una respuesta de
tipo Thl [16]. Sin embargo, aunque la IL-12 es capaz de contrarrestar la sensibilizacién
Th2, también puede contribuir a la expresion maxima de la sensibilizaciéon de la
enfermedad de las vias respiratorias alérgicas [16]. Una vez sensibilizadas, las células T
vuelven a migrar (ecotaxia o homing) a las vias respiratorias, al sitio de entrada de
antigenos, bajo la influencia de las quimiocinas CCL24, CCL7, CCL13, CCL17 y CCL22
(que interactlan con sus receptores reciprocos, incluyendo CCR3, CCR4, CCR5, CCRE6,
CCR7 y CCRS8) [16,17], pero estas células también se convierten en potentes productoras
de citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL- 13 y factor estimulador de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF), la mayoria de las cuales se codifican en el brazo
largo del cromosoma 5,. La IL-1b producida en grandes cantidades por macrofagos,
monocitos, DC y células epiteliales, junto con la IL-2 producida por las células T,
contribuye a la proliferacion y maduracion de estas células (Figura 6) [17].
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Figura 6. Representacion esquematica de la cascada inflamatoria en el asma alérgica. La
inflamacion alérgica se desarrolla a partir de una interaccion entre el epitelio respiratorio y los
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leucocitos. Los estimulos ambientales e inflamatorios inducen en el epitelio de las vias respiratorias
la produccion de mediadores que activan y reclutan células inflamatorias. Las células inflamatorias
se infiltran en los pulmones y liberan mediadores que aumentan la respuesta inflamatoria en el
epitelio, creando un ciclo de inflamacién crénica. Este proceso causa broncoconstriccion y dafo
epitelial, y puede resultar en la remodelacion de la via aérea [18,20].

Interacciones entre células epiteliales y células dendriticas en respuesta a los
alérgenos

Independientemente del endotipo del asma, es necesario activar las diversas células T o
ILC que controlan la inflamacién de las vias respiratorias. Para las respuestas de células
T de todo tipo, esto implica la activacién de DC que reconocen el alérgeno y lo presentan
a las células T en los ganglios linfaticos que drenan los pulmones [17]. Varios estudios
han demostrado que las DC son necesarias y suficientes para inducir la inmunidad
adaptativa de Th2 y Th17 a los alérgenos inhalados. Existen diferentes subtipos de DC’s
en los pulmones, ampliamente categorizadas como DC convencionales (CDC) y DC
plasmocitoides (CDP). Entre las DC, las moléculas CD11b* CD172 (SIRP1a) *, que
dependen del factor de transcripcion IRF4, son necesarias y suficientes para inducir
sensibilizacion alérgica, mientras que las CD103 * XCR1*, que dependen de los factores
de transcripcion IRF8 y BATF3, inducen tolerancia a las alergias respiratorias [17,18].

Tanto las CDC de pulmén como las células epiteliales expresan receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) y pueden ser activados directamente por los
alérgenos. En respuesta a los alérgenos, las células epiteliales de los pulmones producen
citocinas (CCL2 y CCL20) que atraen pre-CDCs inmaduras. Las células epiteliales
activadas producen citocinas (por ejemplo, IL-1a, GM-CSF, IL-25, IL-33 y TSLP) y sefiales
de peligro (ATP y acido Urico), que favorecen la maduracion de DC CD11b* (que
dependen del factor de transcripcién IRF4 para maduracion y migracién). Las CD CD11b*
activadas luego emigran a los ganglios mediastinicos, donde inducen respuestas Th2 y
Th17 [16]. La migracion es estimulada por la IL-13, derivada de células ILC2. Algunas
células T auxiliares comienzan a producir IL-21 y adoptan el destino de las células T
ayudantes foliculares (TFH) para inducir el cambio de clase a IgE en los linfocitos B [18].
En los ganglios linféaticos, las DC reciben ayuda de los basdfilos para sostener las
respuestas Th2. Durante la exposicion al alérgeno, las DC y los macréfagos podrian
reestimular localmente la funcién efectora en linfocitos residentes en el pulmén o podrian
reclutar células Th2 efectoras mediante la produccibn de CCL17 y CCL22. El
reconocimiento de alérgenos mediado por IgE mejora las respuestas de Th2 a los
alérgenos inhalados, al menos en humanos [17,18]. Para poder explicar ¢Cémo penetra
el alérgeno la mucosa?, ¢Qué pasa con la exclusién inmune?, ;,Como es la respuesta
primaria y secundaria?, ¢En qué momento o cuantas exposiciones al alérgeno se
necesitan para que el perfil de IgE comience a aumentar? se infiere la necesidad de
modelos animales traslacionales que permitan un estudio més detallado de estos
mecanismos.
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El panorama Th1/Th2

Un gran logro fue cuando se descubrid, inicialmente en ratones, que el tipo de respuesta
estd muy influenciado por el tipo de células T que se acumula en el sitio local de
reconocimiento del antigeno. En el raton, se han definido varias células T CD4 + distintas
en funcion del perfil de las citocinas que elaboran. Aunque la diferenciacién no es tan
clara en humanos, se han descrito células igualmente diferenciadas. Los perfiles de
células Thl y Th2 han sido los mas estudiados, el primero que secreta IFN-y, IL-2 y
linfotoxina, y el dltimo secretando IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-10. Como se muestra en la
(Figura 7), las células Thl y Th2 se forman a partir de una célula T precursora naive
comun y se diferencian en poblaciones polarizadas en funcién de las sefales del
microambiente local [19]. En presencia de DC CD8a+ y/o IL-12, IL-18 o IFN-y, se
diferencian en células Thl. Esta evolucion esta mediada por un mecanismo que depende
del transductor de sefial y el activador de la transcripciéon 1 (STAT-1) y el factor de
transcripcion T-bet [18,19]. En presencia de DC CD8a- y/o IL-4 (que pueden provenir de
mastocitos activados por IgE o DC), se forman células Th2. Este es un proceso complejo
que involucra la transduccién de sefiales mediada por STAT-6 y la activacion de una
variedad de factores de transcripcion, incluyendo GATA-3, factor nuclear de células T
activadas ¢ (NFATc) y c-maf [20]. También se ha descrito la contrarregulacién de Thl/
Th2, con cada poblacion celular capaz de inhibir y/o regular el desarrollo y/o fenotipo
inducido por la otra. Las respuestas polarizadas de Thl desempefian un papel clave en la
activacion de macrofagos en reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado. Son una
caracteristica clave en la patogénesis de enfermedades como la artritis reumatoide, la
sarcoidosis y la tuberculosis. En contraste, las respuestas dominantes de Th2 estimulan
respuestas mediadas por anticuerpos, activan mastocitos y provocan eosinofilia tisular.
Juegan un papel clave en la alergia y las respuestas antiparasitarias [20].
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Figura 7. Desarrollo de linfocitos Thl y Th2. Los antigenos ingresan a través del arbol
endobronquial, atraviesan la superficie epitelial e interactdan con las DC y las células Th naive.
Como resultado de las sefiales del microentorno circundante, se diferencian en células Thl, que
producen IFN-y, IL-2 y linfotoxina (LT), o células Th2, que producen IL-4, IL-5, IL-9. IL-13, e IL-10.
La polarizacién en células Thl se produce a través de una ruta dependiente de STAT-1 y T-bet
bajo la influencia de DC CD8a + y citocinas derivadas de macréfagos como IFN-y, IL-12 e IL-18. La
diferenciacion en células Th2 se produce a través de una via que involucra STAT-6, GATA-3, factor
nuclear de células T activadas ¢ (NFATc) y c-maf bajo la influencia de DC CD8a— e IL-4, que
puede provenir de mastocitos [18,19,20].

Células implicadas

La cascada inflamatoria incluye las siguientes células: mastocitos, DCs, eosindfilos,
basdfilos, macrofagos, fibroblastos, neutréfilos, plaquetas y las diferentes subpoblaciones
de LT y LB. Cuando la inflamacién se intensifica, las vias respiratorias se vuelven muy
sensibles a estimulos que provocan y desarrollan hiperreactividad; la accién de estas
células, la inflamacion de las vias respiratorias y la secrecién de moco, contribuyen a la
broncoconstriccion y obstruccion de las vias respiratorias que se observa en los ataques
de asma [14,20].

LTCD4*

Los T CD4* son células efectoras esenciales para el desarrollo de la respuesta inmune
protectora y la memoria inmunolégica de larga duracion contra los microorganismos
patdgenos [28]; pueden diferenciarse en varios tipos dependiendo del antigeno que les
sea presentado por las APC, en el contexto del complejo de CMH y de las citocinas
presentes en el microambiente creado por la respuesta inmune innata. Estas
subpoblaciones son: Thl, Th2, Thl7, Th9, Th22y Treg [20].

Los LThl producen altos niveles de interferén gamma (IFN-y), son responsables de la
activacion de fagocitos, producciéon de opsoninas y generacién de respuesta inmune
celular. Tienen un papel importante en la proteccion contra patégenos intracelulares y
estan implicados en la autoinmunidad 6rgano-especifica y en los desérdenes inflamatorios
cronicos. Los LTh2 producen IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, protegen contra parasitos como los
helmintos, pero también son responsables de la patogénesis de las enfermedades
alérgicas como el asma atépica [20,21].

Los LTh17 producen IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-26, implicadas en la proteccion
frente a bacterias y hongos extracelulares; son responsables de des6rdenes autoinmunes
y del asma croénica severa. Los LTh9 producen IL-9 e IL10, su papel fisiopatoldgico esta
relacionado con el asma alérgica, en la enfermedad inflamatoria del intestino y en la
autoinmunidad. Los LTh22 producen IL-22 y parece que estan implicados en la patologia
y en la homeostasis de la piel, pero aun no es claro [21].

Mastocitos

Hoy se sabe que los mastocitos juegan un papel fundamental en el mantenimiento
fisiolégico del organismo, la curacion de heridas, la angiogénesis y la defensa contra toda
una serie de agentes patdgenos, participando tanto en la inmunidad innata como en la
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adaptativa, contribuyen en el proceso inflamatorio, atrayendo diferentes subpoblaciones
de leucocitos al sitio de la inflamacién en enfermedades alérgicas [20,21].

Los mastocitos de humanos y murinos expresan receptores TLRs y NODs, a través de los
cuales reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) como
proteoglicanos, induciendo la liberacion de proteasas y secrecion de citocinas,
guimiocinas y factores de crecimiento para reclutar neutrdfilos, eosinéfilos, celulas natural
killer y otras que forman el infiltrado inflamatorio [21]. Los mastocitos expresan TLR4, a
través del cual median la respuesta inmune contra bacterias; es un transductor de sefial
de los lipopolisacéaridos bacterianos (LPS), componentes de la pared de bacterias gram
negativas [24]. También estén involucrados en la fase efectora de la inmunidad adaptativa
mediante la generacion de células y moléculas efectoras [24].

Los mastocitos modulan la activacién y la migracion de DCs y células de Langerhans
desde la piel a los ganglios linfaticos seguido de la activacion dependiente o no de IgE
mas un alérgeno; estos mastocitos también pueden activar a APC. Los mediadores que
producen son: histamina, PGE2 y PGD2 que modulan a las DCs para que induzcan el
desarrollo de una respuesta mediada por Th2 [20,21], producen muchos otros factores
incluyendo a CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, XCL1, IL-16 y leucotrienos B4, los cuales tienen
potencial para mejorar el reclutamiento de LT al sitio de inflamacion [24].

Estudios realizados in vitro han mostrado que estas células pueden procesar antigenos y
son capaces de presentarlos restringidos a MHC-I o MHC-II. La expresion del MHC-I esta
confirmada para todos los subtipos de mastocitos y se ha mostrado que estan implicados
en la activacion de los T CD8* in vitro. Sin embargo, la expresion del complejo MHC-II
sigue siendo controvertido y parece que depende en gran medida de las condiciones del
medio [24]. Existen dos formas de activacion de los mastocitos que son: dependiente de
IgE y no dependiente de IgE.

Papel de los mastocitos en el asma

Estas células pueden encontrarse adyacentes a los vasos sanguineos en la lamina propia
de la mucosa de la via aérea. En pacientes con asma, pueden migrar a otras estructuras
como el epitelio de la via aérea, glandulas mucosas y células del muasculo liso. La
interaccion entre mastocitos y células del masculo liso induce que estas ultimas expresen
TGF-B1 mediado por la via de liberaciéon de B-triptasa, resultando en la diferenciacion de
un fenotipo mucho més contractil [24].

En pacientes con asma alérgica, la inhalacion de un aeroalérgeno conduce la union
cruzada del alérgeno con la IgE ligada a FceRI en la membrana del mastocito, induciendo
la liberacion rapida de mediadores como: histamina, leucotrienos, proteasas vy
prostaglandinas que pueden detectarse aumentados en el BAL de estos pacientes
retados con alérgenos que inducen vasodilatacion, contraccion del musculo liso y
secrecion de moco. Ademas, conducen a una respuesta de fase tardia caracterizada por
infiltracién celular inflamatoria como: eosindfilos, T CD4*, neutréfilos, mastocitos y
basofilos, asociada con edema de la pared bronquial y un incremento no especifico de la
AHR [21,25].
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Eosinéfilos

Se encuentran en las mucosas y a nivel pulmonar hay evidencias que sugieren que tienen
la capacidad de estimular la eliminacion de ciertos organismos virales, bacterianos y
hongos. No obstante, su papel esta bien caracterizado como células efectoras contra las
infecciones por parasitos helmintos, durante las cuales los eosindfilos liberan diferentes
citocinas como: TGF-f3, factor activador de plaquetas (PAF), leucotrienos C4 (LTC4),
proteina basica principal (MBP) y peroxidasa de eosindfilos (EPO) [25].

Sin embargo, la activacion de estas células se asocia con efectos perjudiciales en el
hospedero, como en el caso del asma alérgica bronquial y la esofagitis eosinofilica. La
primera esta caracterizada por una AHR, broncoconstriccion y un incremento en la
produccién de moco, resultando en una inflamacién crénica y en un remodelamiento de la
via aérea [21]. Los eosindfilos han sido implicados en todos los aspectos de la
patogénesis del asma, la MBP y EPO pueden causar destruccion de tejidos y desarrollar
AHR. PAF y LTC4* son potentes broncoconstrictores e incrementan la produccién de
moco y el TGF-B contribuye a la remodelacion de la via aérea, de donde, estas células se
han identificado como el primer blanco terapéutico en la intervencién del asma bronquial
[21,24].

La IL-5 tiene un papel central en la diferenciacion de los eosinoéfilos, como factor
hematopoyético y en su supervivencia; por tanto, la sobrexpresion de IL-5 in vivo
incrementa significativamente su nimero [25]. Desde una perspectiva clinica, una serie de
estudios sobre la eliminacion de eosindéfilos con anticuerpos monoclonales anti-IL-5 en
pacientes ha fortalecido el argumento de que los eosindfilos tienen un papel activo en la
enfermedad pulmonar, como células inmunorreguladoras, con una funcién clave en la
orguestacion de la inflamacién de la via aérea mediada por Th2 y probablemente
desarrollando el papel de APCs, fortaleciendo la hip6tesis de las implicaciones de estas
células en la enfermedad pulmonar [26].

Basofilos

Los basdfilos, al igual que los mastocitos, liberan varios mediadores proinflamatorios
como histamina, leucotrienos y citocinas a través de la estimulacién por un enlace
cruzado de la IgE y del receptor FceRlI, o a través de mecanismos no dependientes de IgE
como Cba. Tienen un papel critico en la alergia y en las enfermedades inflamatorias,
estan circulando en sangre periférica y pueden ser reclutados a los sitios de inflamacion
alérgica por el tejido afectado y de esta forma contribuir al proceso [26]. El descubrimiento
de un marcador Unico de baséfilos como la basogranulina, ha permitido su identificacion
en las vias respiratorias de pacientes con asma. Sin embargo, no esta claro cual es su
papel en la enfermedad aguda o cronica, aunque se sabe que comparten muchos de los
mecanismos de reclutamiento con los eosindfilos, es probable que sean los
acompafantes del infiltrado eosinofilico [25,26].

Impacto del asma

En las Ultimas décadas, tanto la prevalencia como la incidencia del asma han aumentado
en todo el mundo, no solo debido a los antecedentes genéticos, sino principalmente por el
efecto de una gran cantidad de factores ambientales y de estilo de vida. En muchos
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paises, las enfermedades no transmisibles, como el asma, aun no se consideran una
prioridad sanitaria. EI asma afecta a personas de todas las edades y presenta su
incidencia maxima en la infancia. El asma ha demostrado claramente ser una enfermedad
global, sin embargo, en las ultimas dos décadas se defini6 como un verdadero problema
de salud publica que afecta a paises de todo el mundo [14]. Ademas, existen diferencias
entre los paises, con tasas significativamente superiores a la media, por ejemplo, en
Reino Unido, Australia y Nueva Zelanda y, por el contrario, tasas de prevalencia muy
inferiores a la media en otros paises [27]. Tras las primeras publicaciones epidemioldgicas
sobre el asma, se observé que la prevalencia del asma era mas alta en las clases
sociales con un ingreso anual alto o muy alto y que la gravedad del asma era mayor entre
los mas desfavorecidos. Sin embargo, los ultimos datos epidemioldgicos de Africa,
América Latina y Asia mostraron que, en areas con bajo desarrollo econdémico, la
prevalencia del asma ha aumentado [28,29]. Aunque podria haber varias explicaciones, el
desarrollo de las ciudades mas grandes, con la consiguiente reduccion de las areas
rurales, puede haber jugado un papel. Dado que la mayoria de la poblacién mundial vive
en areas urbanas, las condiciones ambientales, como los cambios en el estilo de vida,
ciertamente han influido en el aumento de la tasa de prevalencia del asma [30]. En
consecuencia, se puede decir que el asma, en todo el mundo, esta "globalizado y afecta a
todos los paises como un problema de salud publica".

Muchos estudios informaron datos sobre los costos del asma, ya sea en el paciente
individual o en la sociedad (regional o nacional), y puede ser un costo anual promedio de
aproximadamente $ 5,000 USD, siendo mucho mas alto en los asméticos graves [31]. Sin
embargo, en 2009 se publico la primera revision sistematica en la literatura sobre la carga
econbémica del asma. Los autores incluyeron 68 estudios y encontraron que la
hospitalizacion y los medicamentos eran los factores mas importantes de los costos
directos; la pérdida de trabajo y estudio escolar representd el mayor porcentaje de costos
indirectos. A nivel mundial, los costos del asma aumentaron, estrechamente relacionados
con las morbilidades, la edad y la gravedad del asma [31]. Una estimacién reciente de los
costos anuales totales del asma en los EE. UU., declaré6 que estaban creciendo de
manera rapida y constante, de 12 mil millones de USD en 1994 a 56 mil millones de USD
en 2011 [14,15,32].

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en 2004, los costos mundiales totales del
asma probablemente excedieron los de la tuberculosis y el VIH/SIDA [30]. La relacién
entre los costos directos e indirectos del asma es variable y depende del pais y del tipo de
estudio. La mayoria de los estudios de asma realizados en las Udltimas 2 décadas
mostraron que los costos directos contribuyen con 50 a 80% del costo total [31]. Los
DALYs (Disability Adjusted Life Years) corresponden a los afios de vida ajustados por la
discapacidad o AVADs por sus siglas en espafiol. Los DALYs resumen, mediante estudios
de carga de la enfermedad, el impacto de la mortalidad y discapacidad asociada a
enfermedades especificas, en distintas comunidades; en cambio los QALYs (Quality
Adjusted Life Years) sintetizan los resultados de salud en un indicador que combina el
namero de afos vividos con la calidad de vida experimentada durante esos afios. En el
ranking de 50 enfermedades en el 2017, el asma se encontraba en el puesto 16 entre las
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principales causas de afios de vida ajustados por calidad (QALY) y el puesto 28 de afios
ajustados por discapacidad (DALY) [31,32].

Prevalencia del asma a nivel mundial
Adultos

La prevalencia de asma es mayor entre los adultos de 18-24 afios (10,3%) en
comparacion con los de 25-34 afos (8,7%), 35-44 afios (8,1%), 45-54 afos (8,5%), 55-64
afos (9,4%) y 65 afios y mas (8,1%). La prevalencia de asma fue mas alta entre las
mujeres (10.7%) en comparacion con los hombres (6.5%). En comparacion con los
adultos blancos (8.7%), los adultos multirraciales (15.1%) y negros (10.8%) tenian la
prevalencia de asma mas alta [32].

Nifios

La prevalencia de asma fue menor entre los nifios de 0 a 4 afios (6,3%) en comparacion
con los de 5 a 9 afios (10,0%), 10-14 afios (9,4%) y 15-17 afios (9,0%). La prevalencia de
asma fue mayor entre los nifios (10,0%) en comparacion con las nifias (7,1%) y fue mayor

entre los niflos negros (14,0%) y multirraciales (13,2%) en comparaciéon con los blancos
(7,4%) [32,33].

Fondo genético

El asma tiene una etiologia multifactorial en la que los factores genéticos, las influencias
ambientales y su interaccion desempefian un papel importante. En las Ultimas dos
décadas, los antecedentes genéticos del asma se han vuelto cada vez mas claros a
través de estudios de gemelos y en sujetos con antecedentes familiares de atopia y asma.
Alrededor de 30 a 100 genes estan involucrados en el asma [30,31]. Aunque se ha
avanzado mucho en el campo de la genética del asma, la influencia de muchos genes
candidatos en relacién con la susceptibilidad al asma en nifios pequefios debe definirse
con mas detalle [32,34]. El polimorfismo genético en las secuencias codificantes de los
genes puede afectar la funcién de una proteina. Los polimorfismos en las secuencias
reguladoras y promotoras de los genes pueden influir en las caracteristicas de expresion
de un gen, por lo que los perfiles de expresion génica son un area importante en la
investigacion del asma. Al vincular los polimorfismos genéticos especificos y los perfiles
de expresion génica con los fenotipos de sibilancias en los nifios y los niveles
inflamatorios en los indices de EBC y funcién pulmonar, se logra una mejor comprension
de la patogenia temprana del asma en nifios pequefios [30,32,36].

Tratamiento para el asma

El tratamiento del asma iniciaria con la prevencion primaria en la poblacion de alto riesgo,
aunque la imposibilidad actual para la detecciéon temprana de esta poblacion limita esta
estrategia. Su manejo propiamente dicho consiste en la prevencién secundaria (evitar
exposicion a factores agravantes como alérgenos), la educacion del paciente, la
farmacoterapia y, en los que sean alérgicos, se puede considerar la inmunoterapia. La
farmacoterapia se divide en tratamiento de rescate para los episodios de sintomas vy el
tratamiento de mantenimiento para conservar el control [32]. En pacientes con asma leve
y sintomas intermitentes por no mas de dos veces por semana, sin despertares nocturnos
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y sin crisis asmatica el ultimo afo, sélo se da tratamiento de rescate [33]. En todos los
pacientes se instalara algun tratamiento de mantenimiento con antiinflamatorio inhalado y
eventualmente otros medicamentos que aumenten el control. Para elegir el tratamiento
adecuado se toma en cuenta la gravedad del cuadro crénico y los sintomas en el
momento de la consulta, siguiendo cinco niveles del algoritmo que llevard al médico a
mantener el control del asma [33]. Nivel 1. Rescate: Broncodilatador. 12 opcién agonista
B2 inhalado; aplica para exacerbaciones en cualquiera de los niveles abajo mencionados.
Nivel 2. Mantenimiento: Corticosteroide inhalado (CElnhal) a dosis baja o intermedia.
Alternativos: Antileucotrieno, teofilinas de liberacion prolongada, 32 agonistas via oral.
Nivel 3. Mantenimiento: Combinacion del CElnhal dosis intermedia con agonista 2 de
accion prolongada. Alternativa: CElnhal con antileucotrieno, teofilinas de liberacién
prolongada, B2 agonistas via oral. Nivel 4. Aumentar a dosis altas - muy altas con
esteroides inhalados, mas tratamiento combinado. Nivel 5. Inmunosupresién y anti-lgE
[33]. La inmunosupresion y la terapia con anti-IgE consiste en la aplicacion de anticuerpos
dirigidos contra la IgE de los pacientes alérgicos. Es un anticuerpo monoclonal anti-lgE
humanizado (proviene del ratén) que se liga a la IgE circulante, formando complejos Ag-
Ab, disminuyendo el nivel de la IgE libre. No se liga a la IgE que se encuentra sobre
basdfilos y mastocitos, por lo tanto, no ocasiona reacciones anafilacticas. Est4 aprobado
para el tratamiento del asma alérgica persistente grave en pacientes mayores de 12 afios,
la dosis se establece a partir de los niveles de inmunoglobulina E y el peso corporal del
paciente [34,35]. En estos ejemplos se evidencia que los tratamientos solo son
sintomaticos y ninguno promueve la verdadera cura del paciente.

De lo anterior se deriva la necesidad del diagnéstico temprano de la patologia y su
tratamiento, con la finalidad de evitar su desarrollo e, incluso, lograr su prevencién
mediante la deteccién de biomarcadores. De ahi la necesidad de contar con modelos de
la enfermedad que permitan hacer estudios de la fase de sensibilizacion (asintomatica) y
Su paso a la hipersensibilidad [35,36].

Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas (lgs) son proteinas heterotetraméricas compuestas de dos cadenas
pesadas (H) y dos ligeras (L). Funcionalmente, tienen dominios variables (V), que se unen
directamente a los antigenos y dominios constantes, que especifican las funciones
efectoras tales como la activacién del complemento o la union a receptores Fc (Figura 8)
[36]. Se producen como respuesta a moléculas que son detectadas como extrafias, las
cuales se denominan antigenos (Ags).

Las Igs son producidas por linfocitos B, que una vez activados, se diferencian a células
plasmaticas productoras de anticuerpos (CPA), o bien a linfocitos de memoria que
prevalecen a lo largo del tiempo, posibilitando una respuesta mas eficiente y rapida en
futuras exposiciones a determinado Ag [34,35,36].

Las Igs tienen como funcion principal impedir la entrada de patdgenos o bien el dafio que
estos pueden causar hacia las células, por lo que pueden tener funcion neutralizante,
también son capaces de favorecer la eliminacion de patégenos por medio de los
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macrofagos al opsonizar al patégeno, y pueden estimular otras vias de sefalizacion al
unirse a receptores celulares [34].

Los anticuerpos presentan diversas variedades denominadas isotipos o clases, existen 5
isotipos de anticuerpos en mamiferos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Cada inmunoglobulina
difiere de otra en sus funciones bioldgicas, localizacion y capacidad de reconocimiento a
los diversos antigenos. Cuando aun no ha existido contacto con antigenos, los linfocitos B
naive solo expresan IgM e IgD en su superficie celular, cuando se da lugar a la activacién
de la célula, tras el encuentro y unién a un antigeno, el linfocito B se activa, se divide y
diferencia a APC especificos para dicho antigeno, generando asi anticuerpos de tipo IgM,
IgA, 1gG o IgE, los cuales durante el cambio de clase conservan la region variable que
reconoce al antigeno, por lo que son capaces de reconocer al mismo antigeno pese que
sean de diferente clase y Unicamente cambia su regidn constante [33]. Por lo tanto, los
isotipos dependen de las regiones constantes de las cadenas pesadas. Se han
identificado subclases como 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2 en humanos. La
diferencia en la secuencia de aminoacidos de la regién constante, tanto de cadenas
pesadas como de cadenas ligeras (alotipo), son los que han permitido identificar cada
subclase [35,36,37].

Cadena pesada

Hay cinco tipos de cadenas pesadas en mamiferos que se nombran por letras griegas: a,
0, €, v y U El tipo de cadena pesada presente define la clase (isotipo) del anticuerpo.
Estas cadenas se encuentran en los anticuerpos IgA, IgD, IgE, 119G, e IgM
respectivamente. Las distintas cadenas pesadas difieren en tamafio y composicion: ay y
contienen aproximadamente 450 aminoacidos, mientras que J Yy € poseen
aproximadamente 550 aminoéacidos [35].

Las cadenas pesadas y, a y d tienen una region constante compuesta de tres dominios
estructurales Ig en tAndem y una region bisagra para proporcionarle flexibilidad [35]. Las
cadenas pesadas [ y € tienen una regién constante compuesta por cuatro dominios
inmunoglobulina [36,37,40]. La region variable de la cadena pesada difiere en los
anticuerpos producidos en los diferentes linfocitos B, pero es idéntica para todos los
anticuerpos producidos por el mismo linfocito B o por su linea clonal. La regién variable de
cada cadena pesada es de aproximadamente 110 aminoacidos y esta compuesta por un
Gnico dominio inmunoglobulina [35].

Recientemente se ha podido determinar la topologia in vivo del gen de la cadena pesada,
Igh, siendo este uno de los primeros estudios en este campo. El resultado es que la
cromatina se dispone formando giros sucesivos unidos por "linkers", dando lugar a formas
similares a una flor. La posicion relativa de los distintos segmentos varia drasticamente a
lo largo del desarrollo del linfocito B, permitiendo asi un mayor rango de interacciones
gendmicas [36,37].
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1- Region Fab (Fragmento de unidn
al antigeno).

2- Regidn Fc (Fragmento
cristalizable).

3- Cadena pesada con un dominio
variable (VH) seguido por un
dominio constante (CH1), una
region bisagra, y dos mas
constantes, los dominios (CH2 y
CH3).

4- Cadena ligera con un dominio
variable (VL) y uno constante (CL).
5- Lugar de uniodn al antigeno
(paratopo).

6- Regiones bisagra.

Figura 8. Estructura de un anticuerpo. Inmunoglobulina con su tipica forma de Y. En azul se
observan las cadenas pesadas con cuatro dominios Ig, mientras que en verde se muestran las
cadenas ligeras. Entre el tallo (Fraccién constante, Fc) y las ramas (Fab) existe una parte méas
delgada conocida como "region bisagra" (hinge, en inglés) [34,36].

Cadena ligera

En los mamiferos hay dos tipos de cadena ligera, llamadas lambda (A) y kappa (k). Una
cadena ligera contiene dos dominios sucesivos: un dominio constante y un dominio
variable. La longitud aproximada de la cadena ligera es de 211 a 217 aminoacidos. Cada
anticuerpo contiene dos cadenas ligeras que son siempre idénticas. Solo un tipo de
cadena ligera, K 0 A, esta presente dentro del mismo anticuerpo en mamiferos. Otros tipos
de cadenas ligeras como la cadena iota (1), se encuentran en los vertebrados inferiores
como los condrictios y teledsteos [37,40,41].

IgA

Esta inmunoglobulina se caracteriza por encontrarse en niveles mas altos que la IgG en
las mucosas y en las secreciones, incluyendo la saliva y la leche materna [45], posee la
estructura basica de cadenas pesadas y ligeras al igual que las demas inmunoglobulinas,
sin embargo no posee Unicamente una estructura monomérica, sino que también, por
medio de interacciones de la regién Fc con la cadena J, da lugar a diversas formas como
la IgA dimérica, la cual es la forma predominante de la inmunoglobulina A polimérica y la
inmunoglobulina A secretora. Es la segunda mas abundante en suero de humano,
teniendo un papel tanto proinflamatorio como antiinflamatorio, ademas de involucrarse en
la inmunidad sistémica [52]. Por ejemplo, los niveles elevados de IgA alérgeno especifica
se han visto relacionados con la eosinofilia en procesos como la rinitis alérgica y el asma,
asi mismo se ha observado que la IgA tiene efecto antiapoptotico sobre los eosinofilos
aumentado asi la vida media de éstos, favoreciendo su desgranulacién y la liberacion de
citocinas proinflamatorias [52,53].
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Dentro de la IgA secretora la subclase predominante es la IgA1 y se encuentra
predominantemente en mucosas, glandulas mamaria, salivales, mucosa nasal, mucosa
bronquial y en el tracto digestivo [52], en el caso de personas asmaticas, la IgA de
mucosas tiene una funcion importante al neutralizar al alérgeno evitando que pase por el
revestimiento mucosal, se ha relacionado la deficiencia de esta inmunoglobulina a la
ausencia del bloqueo de la entrada del alérgeno, dando lugar a toda la cascada de
eventos involucrados en el asma [52].

La mayoria de las IgA presentes en las secreciones de las mucosas, como las que se
recolectan con el lavado broncoalveolar (BAL), estan presentes en una forma polimérica,
unida a un componente secretor (IgA secretora SIgA) [54]. Los datos disponibles
actualmente indican que la IgA desempefia un papel tanto en la defensa del hospedero
contra las infecciones como en los procesos inflamatorios [44,45,52]. En el pulmén, su
funcion de defensa para el hospedero se logra en parte por la capacidad de la IgA para
inhibir la adherencia de microorganismos a la superficie de la mucosa. Ademas, la IgA
puede facilitar la eliminacién de antigenos de la submucosa al transportarlos a través de
la capa epitelial [6]. La unién de IgA a particulas facilita su fagocitosis debido a la
presencia de receptores de IgA Fc especificos en la superficie de los fagocitos [52,54].
Ademas de desempefiar un papel en la defensa del hospedero contra la infeccion, la IgA
también puede contribuir a la lesién tisular. Puede causar lesiéon pulmonar, como lo
demuestran algunos estudios sobre la lesién pulmonar aguda mediada por complejos Ag-
IgA en ratas [54]. La capacidad de la IgA para desencadenar la liberacion de mediadores
de las células inflamatorias y para activar el sistema del complemento esta involucrada en
su papel en la inflamacion [54].

Se ha encontrado que varios tipos de células se unen a IgA. El receptor Fc para IgA es el
FcaRl (CD89), que esta presente en neutrdéfilos, eosindéfilos, monocitos y macréfagos [54].
CDB89 es una proteina transmembranal altamente glicosilada con un peso de 32 kDa, que
es un miembro de la superfamilia de genes de inmunoglobulina y esta estrechamente
relacionada con los receptores Fc humanos para IgG e IgE. La unién de IgA o SIgA a
FcaRI conduce a la activacion de una variedad de funciones efectoras, incluyendo
fagocitosis, produccidn de especies reactivas de oxigeno, desgranulacién y produccién de
citocinas. Varios estudios han demostrado que la unién de IgA conlleva a la activacion
mediada por IgA de los eosindfilos, pero las moléculas de unién de IgA en los eosindfilos
se han caracterizado de manera incompleta. Como se indica, los eosinéfilos expresan
FcaRl [54]. Se ha demostrado que el grado de glicosilacién de FcaRlI en eosindfilos es
mayor que en los neutrofilos, pero las consecuencias funcionales de esta diferencia no
estan claras. Mientras que el patrén completo de las estructuras de union a IgA en el
eosindfilo espera una caracterizacion adicional, esta claro que la IgA tiene efectos
marcados en los eosindfilos, como la induccion de la desgranulacion y la produccion de
citocinas. También hay evidencia de que los eosindfilos de pacientes con asma atdpica
son mas propensos a los efectos estimulantes de la IgA, ya que los eosindfilos de
individuos alérgicos expresan mas FcaRl [54]. En linea con esta observacion,
recientemente se informé que las citocinas IL-4 e IL-5 derivadas de T-helper (Th2)
aumentan la union de las moléculas recubiertas con IgA a los eosindfilos [54,55].
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Estudios in vitro, [54] indican que la IgA esta involucrada en la desgranulacién de los
eosindfilos in vivo. En primer lugar, los niveles de IgA en el BAL de pacientes con asma
son mas altos que los de los controles [45,52]. En segundo lugar, existe una marcada
correlacion entre los niveles totales de IgA o sIgA y la proteina cationica de eosindfilos
(ECP) en el BAL y el esputo de pacientes asmaticos [48,49,51]. Ademas, se han
detectado complejos de IgA e IL-8 en el esputo inducido, y los niveles de estos complejos
fueron més altos en los asméticos atdpicos en comparacion con los sujetos control sanos
no atoépicos []. Finalmente, también en pacientes con neumonia eosinofilica cronica se
inform6 una correlacion entre los niveles de IgA y ECP en BAL [53]. El aumento de los
niveles de IgA en las secreciones pulmonares puede explicarse por varios mecanismos,
incluido el aumento en el nimero o la actividad de las células plasmaticas de la mucosa
que secretan IgA, el aumento de la fuga de IgA en la circulacion y el aumento del
transporte de IgA mediada por los componentes secretores a través del epitelio. Se ha
demostrado que la IgA en BAL y el esputo de los asmaticos se deriva principalmente de la
sintesis local, y que el aumento de los niveles de IgA en estas secreciones no puede
explicarse completamente por el aumento de la fuga vascular. Existe evidencia de
estudios in vitro de que las citocinas que se han implicado en la patogénesis del asma
pueden aumentar el transporte de IgA a través del epitelio. IL-4 e interferon (IFN-y)
mejoran sinérgicamente la expresion del componente secretor y la union de IgA a las
células epiteliales cultivadas [53].

En conclusién, los datos actuales apoyan el papel de la inmunoglobulina A en los
procesos inflamatorios mediados por eosindfilos en el pulmén en el proceso
fisiopatoldgico del asma. La contribucion de la inmunoglobulina A inducida por la
activacion de otras células efectoras a la inflamacién de las vias respiratorias aun debe
investigarse. La funcion de FcaRl y otros receptores de inmunoglobulina A debe
explorarse mas a fondo para comprender el papel putativo de la inmunoglobulina A en el
asma [54,55,56].

IgG

La IgG es el isotipo predominante del suero, ademas de poseer la vida media mas larga
de todos los isotipos de inmunoglobulinas [49,50]. También es la clase mas ampliamente
estudiada y se han identificado 4 subclases: 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Cada subclase
posee funciones especificas, que van desde contrarrestar la accidon de proteinas como
toxinas, hasta unirse con alta afinidad a antigenos capsulares y polisacaridos de bacterias
[46,51].

En pacientes asmaticos, asi como en modelos de alergia, la IgG antigeno especifica
puede contribuir a la regulacion de linfocitos Th2 en procesos inflamatorios relacionados
con alergias, dado a que puede neutralizar al antigeno antes de que este llegue a la IgE
especifica, sin embargo, también es capaz de situarse en los receptores celulares de
mastocitos dando lugar a la desgranulacion de éstos [48,52]. Al igual que la IgA, algunos
estudios han mostrado que probablemente exista una deficiencia de esta inmunoglobulina
en el asma y por lo tanto no es capaz de bloquear por completo al antigeno y dando lugar
a todos los eventos involucrados en la patologia.
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El asma extrinseca causada por la sensibilizacion a un alérgeno exdgeno presenta
elevados recuentos de eosindfilos, IgE e IgG especificos circulantes. Cuando se inhala o
ingiere un antigeno particular, puede interactuar con su anticuerpo citofilico asociado a
mastocitos y desencadenar la liberacion de mediadores [46]. Estos a su vez estimulan la
inflamacién de la mucosa, las células del musculo liso, las glandulas secretoras que
producen moco y los macréfagos que eventualmente conducen a broncoespasmo y
secreciones respiratorias excesivas. La IgE es un anticuerpo reaginico especifico que
puede iniciar un ataque de asma; IgG4 también puede ser un anticuerpo homocitotrépico.
Los anticuerpos 1gG4 pueden transferir la sensibilizacion inmediata y hacer que los
mastocitos se desgranulen; lo que es mas importante, pueden bloquear el efecto de una
reacciéon anafilactica cutanea pasiva generalmente inducida por IgE [54]. Muchos
pacientes con asma alérgica o dermatitis atopica tienen niveles séricos elevados de I1gG4
[51,53].

En las fases tempranas de la hipersensibilidad alérgica, por ejemplo, después de algunas
picaduras de abejas incidentales en apicultores novatos, los anticuerpos contra la
fosfolipasa A2 son IgE e IgG1l; con la inmunizacion prolongada, la proporcién de
anticuerpos 1gG4/1gG1 puede cambiar a una respuesta dominada por IgG4. En segundo
lugar, esta respuesta restringida con inmunoestimulacién crénica tiene implicaciones para
la hiposensibilizacién de sujetos alérgicos, por lo que se induce un anticuerpo bloqueador
(IlgG4) que competira por los receptores de los mastocitos evitando que la IgE nativa se
una. La IgG4 no se une a los mismos receptores que la IgE, sino a los estrechamente
relacionados, por lo que si esta unida a la superficie celular, esta inmunoglobulina puede
bloquear el acceso de la IgE a sus receptores por el impedimento estérico [47].
Finalmente, la medicién precisa de la concentracion del anticuerpo 1gG4 dentro del
conjunto de anticuerpos IgG es dificil, ya que actian como anticuerpo monovalente. Por lo
tanto, mientras que la IgG4 constituye solo una pequefia porcion de la IgG total, su
actividad de anticuerpo puede ser inesperadamente grande [47].

Estas interacciones no se han estudiado a fondo en el pulmén humano, pero varios
hallazgos pueden correlacionar algunos conceptos que podrian investigarse mas a fondo
entre las enfermedades alérgicas y los trastornos pulmonares intersticiales. En ambas
categorias de enfermedades, la inmunidad humoral y mediada por células parece
exagerada [48]. Tienen otras similitudes que no pueden pasarse por alto, por ejemplo, los
antigenos organicos generalmente son causales, la exposicibn nasal o de las vias
respiratorias es comun, y es necesaria la exposicion repetida o cronica. Lo que determina
la respuesta del hospedero y la posterior localizacion de la enfermedad dentro del tracto
respiratorio, rinitis o hipersecrecion de las vias respiratorias y broncoespasmo versus
alveolitis e inflamacion intersticial, es incierto [55,58]. Sin lugar a duda, la localizacion
espacial del antigeno a lo largo de la superficie de la mucosa es importante para la
respuesta inmune in situ y para la accesibilidad del antigeno a los ganglios linfaticos
regionales y al sistema inmunitario sistémico. Debido a que la deposicion de antigenos en
aerosol dentro de las vias respiratorias es imprecisa, toda la superficie respiratoria puede
presentar algunos de ellos [54].
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Los complejos, y la afinidad o la eficacia de union de los anticuerpos competidores,
pueden desempefiar un papel en cémo responden los mastocitos y macrofagos al escalar
el siguiente nivel de respuesta del hospedero. Esta respuesta secundaria puede ser en
varias direcciones. Los mastocitos (0 basofilos) pueden ser mas estereotipados en su
respuesta, produciendo mediadores que afectan solo las células musculares lisas, los
eosindfilos y las glandulas bronquiales [48]. El macréfago alveolar podria tener mas
opciones, ya que su capacidad para procesar antigenos puede iniciar respuestas de
linfocitos T o, a través de su amplia gama de mediadores, puede atraer células
inflamatorias con quimiotaxinas o poner en marcha la replicacion de fibroblastos y
mecanismos fibroticos [50,54].

IgE

Generalidades

En la reaccion de hipersensibilidad inmediata clésica, la IgE se une a los mastocitos a
través del receptor de IgE de alta afinidad (FceRl); por medio de un alérgeno polivalente
induce la liberacion de mediadores vasoactivos preformados, la transcripcion de citocinas
y la sintesis de novo de prostaglandinas y leucotrienos [51]. En la via aérea, estos
mediadores provocan rapidamente edema de la mucosa bronquial, produccion de moco y
constriccion del musculo liso y eventualmente reclutan un infiltrado inflamatorio. El
receptor FceRl, se expresa en mastocitos, baséfilos, células de Langerhans y eosindfilos,
aungue en estos Ultimos su expresion es minima y no se activan a través del FceRl, por lo
que no se tiene bien claro cual es su funcibn en estas células [51]. En pacientes
asmaticos sometidos a inhalacién de alérgenos, estos eventos celulares y moleculares
producen una obstruccion aguda del flujo de aire con una disminucién del volumen
espiratorio forzado el primer segundo (FEV1). En muchos individuos asmaticos sometidos
a broncoprovocacion de alérgenos, hay una segunda fase retardada de obstrucciéon del
flujo de aire, designada como fase de respuesta tardia (LPR). En modelos animales, los
anticuerpos IgE especificos pueden transferir tanto la sensibilidad aguda como la LPR al
desafio alergénico. Los individuos asmaticos sometidos a una exposicion alérgica
ambiental recurrente resultan en LPRs persistentes [51]. Ademas de asociarse con
mastocitos y basofilos, a través de FceRI, la IgE interactia con varios otros tipos de
células mediante el receptor de IgE de baja afinidad CD23. En humanos, CD23 esta
presente DC, eosindfilos y en basdfilos. Varios investigadores han demostrado ahora que
la unién del alérgeno con IgE especifica facilita la captacion de alérgenos por las células
portadoras de CD23 para su procesamiento y presentacion a las células T [51,55].

La activacion de los linfocitos Th2 y los linfocitos B se lleva a cabo por procesos de
sensibilizacién a alérgenos en individuos que poseen una predisposicion genética [36],
aunque se desconocen los detalles del inicio de tal reactividad y su cinética de aparicion.
Dichos antigenos son procesados por las células presentadoras de antigeno y dan lugar a
la activacion del linfocito T, lo que conlleva una liberaciéon de citocinas como IL-4 e IL-13
por parte del linfocito Th2, lo cual lleva a la produccién de IgE por parte del linfocito B que
fue estimulado por el antigeno y por esas citocinas. Estos anticuerpos, a su vez, se
adhieren a otras células residentes que poseen receptores especificos para la IgE. Un
pequefio dominio (Fcc3) de la IgE es la region que se une con alta afinidad a FceRI de los
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mastocitos o basofilos o a los receptores de baja afinidad (FceRIl o CD23) en linfocitos B y
eosindfilos [56]. Sin embargo, se desconoce si la reaccién primaria al antigeno es de tipo
IgG vy, con los subsecuentes contactos al Ag, esa reaccion se modifica para ser
predominantemente de IgE, ignorandose también en qué momento ocurriria dicha
sensibilizacibn. En personas con asma cronica es posible encontrar niveles séricos
elevados de IgE total y especifica, por lo que las pruebas cutaneas como
intradermorreacciones y pruebas de anafilaxia pasiva cutanea dan positivas ya que son
respuestas mediadas por IgE especificas a determinado Ag [56,57].

Las células B cambian de isotipo para producir IgE especifica contra un determinado
antigeno principalmente en el tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) de amigdalas y
adenoides. También se producen grandes cantidades de IgE en tejidos periféricos, en
donde se encuentra estrechamente unida a células cebadas y baséfilos por medio de su
receptor de alta afinidad (FceRlI). Los niveles de IgE libre en suero son los mas bajos de
todas las clases de inmunoglobulinas (5x10° mg/mL en sujetos sanos comparados con 9
mg/mL para IgG1 y 3 mg/mL para IgAl) [57]. Otra diferencia con respecto al resto de la
familia de las inmunoglobulinas es su vida media corta en suero (alrededor de 2 dias) en
comparacion con IgG1l y IgAl (alrededor de 21y 6 dias, respectivamente) [58,59].

Una vez que se ha realizado el cambio de isotipo a IgE, la célula B que se encuentra en el
centro germinal del foliculo linfoide se somete a la maduracién de afinidad y se diferencia
principalmente en células plasméaticas de corta duraciébn que producen IgE de alta
afinidad. Otras células B se diferencian en células plasmaticas de larga duracion que
migran a la médula 6sea y otras se convierten en células B IgE de memoria. No esta bien
definido cual es el mecanismo para tal o cual camino, pero reviste importancia para la
memoria humoral que todas las clases de células plasmaticas formadas expresan el BCR
en su superficie que, al tener un nuevo contacto con el antigeno que le dio origen,
reacciona rapidamente secretando IgE especifica [60].

Los estudios que demuestran que la IgE puede ser producida fuera de la clasica via
dependiente de células con perfil Th2 describen mecanismos T independientes. Se ha
postulado que diversas sustancias pueden actuar como adyuvantes y estimulantes de la
produccion de IgE [61,62]. Un ejemplo son las enterotoxinas de Staphylococcus aureus,
también conocidas como superantigenos, que parecen ser capaces de estimular la
inflamacién eosinofilica y también de unirse a las inmunoglobulinas a través de la region
constante, fuera del sitio de uniéon convencional. No se conoce el mecanismo exacto de
esta via ni por qgué aumenta solo la produccion de IgE, pero esta hip6tesis parte de asumir
que mas de un tercio de la poblacion presenta en la mucosa nasal colonizacion por S.
aureus que, junto con acaros y otros alérgenos en pacientes con rinitis, pueden
desencadenar, a través de los superantigenos, una respuesta IgE en la via aérea
[63].0tros ejemplos de sustancias que pueden ser promotoras de respuesta IgE son el
humo de cigarrillo, la infeccion por citomegalovirus (CMV) y la enfermedad injerto contra
hospedero (EICH) [64]. Existen aspectos de la inmunoglobulina E que se desconocen
dentro de la patologia del asma humano, entre los cuales estan: ¢Cuantas exposiciones
al alérgeno se necesitan para que comience la produccion elevada de IgE?, ¢En que
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momento se desgranulan los mastocitos y comienza la exacerbacion de los sintomas?
entre otros.

Tabla 1. Concentracion de inmunoglobulinas en sangre.

Modificado de Hans et al. 2016

Receptores de la IgE

La IgE es el sello distintivo de la hipersensibilidad de tipo 1, pero los mecanismos que
regulan la produccién de IgE siguen siendo poco conocidos [64] (Figura 9). Se piensa que
la IgE se produce a través de diferentes vias biosintéticas, ya sea por recombinacion de
cambio de clase "directa" de IgM, en células B del centro germinal, o por medio de un
cambio "secuencial" de IgM a IgG1 y luego de IgG1 a IgE que puede ocurrir fuera de los
centros germinales. Aunque se piensa que la memoria de IgE (a los alérgenos) se asienta
originalmente en la 1gG, se demostroé que las células B (humanas) de la sangre o de las
amigdalas pueden sufrir una recombinacion de cambio de clase a IgE tras la reaccion con
CD40 y la activacion por IL-4 o IL-13, producidos por las células Th2, asi como también
por las células linfoides innatas de tipo 2 (ILC2) [65]. Estas células tienen propiedades
morfol6gicas similares con los linfocitos, pero carecen del receptor de células B o T y los
marcadores de superficie de las células del linaje. Este grupo de ILC se caracteriza por la
produccion de IL-5, IL-9 e IL-13 tras la estimulacion por IL-33, o por una combinacién de
IL-2 e IL-25 [64]. IL-33 e IL-25 sirven como alarmas en respuesta a una lesion tisular o en
el reconocimiento de receptores de reconocimiento de patrones por el epitelio. Sin
embargo, se ha informado que las ILC de tipo 3, recientemente descritas, producen
cantidades significativas de IL-17 e IL-22. Las ILC3 parecen tener un papel predominante
en la defensa contra la infeccion por hongos en ratones y contra las bacterias a través de
IL-22 [65].
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Figura 9. Factores potenciales que promueven la produccion de IgE en el asma. Si bien los
alérgenos son el principal desencadenante de la inflamacion alérgica, los factores ambientales,
incluidos los virus y los contaminantes, actian como cofactores a través de la activacion del epitelio
y la modificacion del alérgeno. Los polimorfismos genéticos subyacentes a la atopia actdan
concomitantemente. El reclutamiento de las células inmunes involucradas en la inflamacién
alérgica, incluidas las células dendriticas (DC’s), las células T y las células B, esta orquestado por
el epitelio activado. La IL-4 y la IL-13, las citocinas obligatorias para la recombinacién de cambio de
clase a IgE son producidas por las células Th2 pero también por las células linfoides innatas de
tipo 2 (ILC2) [64,65].

In situ, los estudios en la mucosa nasal mostraron que la expansion de las células B de
IgE aumenta draméticamente con la prueba de alérgenos, con una tasa de sintesis de IgE
de ~3.6 millones de moléculas por dia por mm, principalmente por el cambio de IgG. Las
células B se diferencian en células plasmaticas secretoras de IgE bajo la influencia de los
factores de transcripcién BLIMP-1 (proteina de maduracion de células B 1) y proteina X-
box 1 [66]. Una pequefia fraccién de las células plasméticas de IgE de vida larga se
encuentra en la médula 6sea y también podria proporcionar IgE sérica constante. Se ha
observado recientemente que las alteraciones epigenéticas (metilacion) que ocurren en
los eosindfilos contribuyen al 13 % del nivel de IgE en suero [65,66], lo que sugiere un
vinculo entre los eosinodfilos y la produccion de IgE. El FceRIl, se expresa de forma
constitutiva en mastocitos y basoéfilos como un tetramero (aBy2) (Figura 10). Tras la
reticulacién del receptor, una cascada de eventos intracelulares impulsa a la cinasa Lyn a
fosforilar los factores de activacion basados en la tirosina inmunorreceptora en las
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subunidades B y v, lo que lleva a la activacion de Syk [66], que tiene un papel fundamental
en la activacion celular y la desgranulacion. FceRI también se expresa en monocitos y
células dendriticas en forma trimérica (ay2). La ausencia de una subunidad B permite la
internalizacion del receptor después de la unién. Esta via subyace en la presentacion de
antigenos facilitada, donde la IgE enfoca el alérgeno en la superficie celular a través de
FceRIl. Tras la internalizacién, el complejo antigeno-receptor de IgE se procesa y
finalmente se presenta a través de las moléculas de clase Il del complejo MHC, lo que
reduce el umbral de activacion de las células T [19,67] y desvia la polarizacion hacia Th2
[67]. Se demostré que el FceRI trimérico también contribuye a la eliminacion de la IgE
sérica, ya que los complejos antigeno-IgE se internalizan y se transfieren a los lisosomas,
donde se degradan [66,67].

g??
B ITAM ITAM )@

FeeRl ay2 | FceRIl (CD23)

Regulacion de la IgE, transcitosis y
FAP diferenciacion de células B

Activacién celular y desgranulacién

Figura 10. Receptores de IgE y su respectiva sefalizaciéon rio abajo. El FceRI tetramérico es
responsable de la desgranulacion de los mastocitos y basofilos activados por IgE en la exposicion
al alérgeno, mientras que la forma trimérica, que carece de la cadena 3, media la presentacién del
alérgeno facilitada impulsada por IgE (FAP) en las células dendriticas y las células B. FceRlI
(CD23) representa un receptor de IgE de baja afinidad, que regula la sintesis de IgE y la
diferenciacion de las células B, asi como el transporte de IgE a través de las células epiteliales,
que puede ser escindida por la actividad proteolitica de Der p 1 [64,68].

FceRIl (CD23) se conoce como el receptor de baja afinidad para IgE. Se expresa
principalmente en las células B y regula la produccién de IgE, asi como la diferenciacion
de las células B, la presentacién de antigenos a través de CD23-MHC Il [67,68] y las
interacciones con las células epiteliales [67]. La IgE solo se une a CD23 cuando se
acompleja a un alérgeno mediante la formacién de un complejo trimolecular. Ademas, la
IgE puede unirse a otros receptores, como la galectina-3 y el FcyRIIl. Si bien se ha
demostrado que la ligacion de IgE-FcyRIIl en las CD en ratones promueve las respuestas
Th2 mediante la inhibicién de la produccién de IL-12 [27], el papel de estos receptores
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alternativos para las respuestas de IgE en el asma humano sigue siendo desconocido
[65].

Sintesis de IgE

La produccion de anticuerpos IgE por parte de células B se desencadena por una serie
compleja de sefalizacion e interacciones de la superficie celular, seguidas de
reordenamientos genéticos moleculares en el locus de la cadena pesada de
inmunoglobulina. Inicialmente, todas las células B producen anticuerpos IgM. En este
punto, un cassette V4 (D) Jy de secuencias que codifican el dominio variable esta
inmediatamente adyacente a los exones Cy, que codifican las regiones constantes de IgM
en el extremo 5” del locus de IgH (locus de la cadena pesada) [62,67]. Mas abajo en la
IgH se encuentran varios grupos ampliamente separados de exones, Cy, Ce y Ca, que
codifican los dominios de regién constante de los isotipos de cadena pesada de IgG, IgE e
IgA. Al ser estimulados por las citocinas, junto con las interacciones criticas entre las
células y las moléculas accesorias de la superficie de los T CD4 +, las células B pueden
cambiar el isotipo de los anticuerpos que producen, al tiempo que conservan su
especificidad antigénica original. Este proceso requiere que el DNA gendmico se
empalme y se vuelva a unir para mover los dominios VDJ desde su ubicacion proximal a
Cu a una posicion de muchas kilobases rio abajo junto a los exones de la region C que
codifican las cadenas pesadas de otros isotipos [63]. Una gran cantidad de DNA es
eliminado y descartado en este proceso irreversible, por lo tanto, el mecanismo se conoce
como recombinacion de cambio delecional [65,66].

Antes del inicio de estos reordenamientos gendmicos, las células B estimuladas con IL-
4/1L-13 destinadas a cambiar de IgM a IgE deben primero activar la transcripcion del RNA
en el locus de la cadena pesada € no reorganizada o de la linea germinal. EIl RNA
producido se denomina de transcripcion de la linea germinal € y se dirige desde un
promotor 5° del exdn Is ubicado justo rio arriba de los 4 exones Ceg [65]. El RNA maduro
de la linea germinal € incluye un exon le de 140 pb y los exones Ce1 a Ce4.70,71 le
contiene varios codones de parada y, por lo tanto, estos transcritos no codifican una
proteina funcional y se conocen como estériles [64,68]. La transcripcion de la linea
germinal debe ocurrir antes de que la recombinacion de cambio delecional pueda
proceder. Las células B en las que se ha mutado el exén | o su promotor no pueden sufrir
un cambio de isotipo. A la inversa, la introduccion de un promotor activo corriente arriba
del exdn | no solo promueve la transcripcion de la linea germinal sino también el cambio
de isotipo [67].

Funciones de laIgE

A pesar de ser la inmunoglobulina que se encuentra en menor concentracion en el suero
humano, la IgE desempeia la principal defensa contra las enfermedades parasitarias,
especialmente las causadas por helmintos y algunos protozoos [60] y también juega un rol
clave en la patogenia de las enfermedades alérgicas inmediatas. Se le ha relacionado con
la defensa antitumoral y con el desarrollo de enfermedades autoinmunes [61,65]. No se le
considera fundamental para la defensa contra microorganismos bacterianos, debido a que
carece de capacidad para activar el complemento y de participar en la opsonizacion
bacteriana [60]. La funcién de la IgE implica interacciones especificas con una variedad
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de antigenos capaces de desencadenar una respuesta diferente dependiente del lugar
donde se encuentren las células efectoras que las expresan. Dado que tanto la IgE como
los mastocitos se concentran en la mucosa de diferentes érganos, se encuentran en la
primera linea de defensa frente a moléculas extrafias, por lo que la activacion del
complejo IgE-FceRI en los diferentes 6rganos diana provoca signos y sintomas clinicos
caracteristicos: en la piel, dermatitis atopica 0 eccema; en la nariz, rinitis; en los 0jos,
prurito e inflamacién conjuntival; en los pulmones, broncoconstriccion, asma; y en el tracto
gastrointestinal, gastroenterocolitis, etc. [61,67].

La interaccion de IgE con su receptor en la superficie de los mastocitos conduce, en
cuestion de minutos, a la llamada “fase temprana” de la reaccion alérgica, mediada por la
liberacion inmediata de mediadores preformados almacenados en granulos
citoplasméticos y de mediadores lipidicos, sintetizados a partir de la membrana celular. La
activacion también condiciona sefiales para que comiencen a producir citocinas y
guimiocinas, las liberadas en esta primera fase llevan a la “fase tardia”, que implica el
reclutamiento y la activacion de células inflamatorias en los sitios donde se activaron los
mastocitos [61]. Los precursores de los mastocitos se generan en la médula ésea y
migran a la mucosa antes de expresar FceRI. Este receptor es expresa en gran cantidad
en la superficie celular una vez que llega al tejido, probablemente como resultado de la
regulacién positiva de IgE mediada por los mismos receptores de alta afinidad [62]. Las
concentraciones necesarias de IgE para que se genere esta regulacién son superiores a
las normalmente presentes en la circulacion, y puede acentuarse por la sintesis local de
IgE. Existen otras funciones ejercidas tanto por la IgE como por el CD23 cuando
interactiia con monocitos y eosinofilos, células efectoras que intervienen en la fase tardia
de la inflamacion alérgica. Como se menciond anteriormente, al igual que la regulacién
positiva para la expresion de los FceRI ejercida por IgE, IL-4 e IL-13, también estimulan la
expresion de CD23, lo que genera la activacion para otras funciones utiles, tales como la
remocién de complejos antigeno-IgE y la fagocitosis de patdgenos parasitarios y
tumorales [67]. La regulacion positiva de CD23 también conduce a la liberacion de
fragmentos solubles implicados en la citotoxicidad IgE-independiente mediada por
monocitos. Los fragmentos de CD23 al unirse a la af2-integrina de la membrana del
monocito producen factor de necrosis tumoral (TNF) y otras citocinas proinflamatorias,
tales como IL-1 y IL-6, que probablemente actlien secuencialmente en la muerte celular y
la consiguiente eliminacién del patégeno. En el desempefio de sus funciones, los
monocitos y eosindfilos inevitablemente causan algunos dafios en células vecinas del
tejido afectado [62,66,67].

Disminucién de la IgE total

La mayoria de los ensayos s6lo pueden detectar niveles de IgE de 2-5 Ul/mL, siendo
indetectables niveles mas bajos. Debido a esto, la deficiencia de IgE se define como
niveles de IgE <2,5 Ul/mL [64]. En los seres humanos, los niveles bajos de IgE pueden
estar asociados con la disminucion de otras inmunoglobulinas y con enfermedad
sinopulmonar. También se ha observado que los pacientes con IgE en baja concentracion
presentan mayor prevalencia de enfermedades autoinmunes. No esta claro si la
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deficiencia selectiva de IgE podria considerarse una inmunodeficiencia clinicamente
relevante o es simplemente un marcador de desregulacién inmune general [64].

Aumento de IgE total

El aumento de la IgE sérica total se observa en enfermedades alérgicas, algunas
inmunodeficiencias primarias, infecciones parasitarias y virales, ciertas enfermedades
inflamatorias, algunos tumores malignos y en ciertos trastornos especificos [66].

Desencadenantes ambientales de las respuestas de IgE en el asma

Alérgenos

Los alérgenos son antigenos ambientales capaces de inducir la produccion de
anticuerpos IgE especificos. El vinculo entre la sensibilizacién alérgica (atopia) y el asma
se ha observado durante mucho tiempo [75,76], pero saber si un individuo sensibilizado
se volvera sintomético clinicamente tras la exposicion al alérgeno depende de varios
factores, como el tipo de alérgeno, la dosis, la ruta y la reactividad de la via aérea del
sujeto en un momento dado. La sensibilizacién de IgE al 4caro del polvo doméstico (HDM)
afecta hasta 25-30% de la poblacion mundial y representa un factor de riesgo importante
para el asma [75]. Aunque se han identificado las caracteristicas comunes de los
alérgenos (la gran mayoria son proteinas o glicoproteinas <70 kDa), no existe una
caracteristica estructural que pueda discriminar los alérgenos de los antigenos no
alergénicos [76]. Algunos autores especularon que la potencia alergénica podria atribuirse
al hecho de que la mayoria de los alérgenos no tienen homdlogos bacterianos, a
diferencia de los antigenos no alergénicos en la misma especie [75]. Sin embargo, este
concepto se ve desafiado por el reciente descubrimiento de la IgE especifica para
Staphylococcus aureus en pacientes con asma asociada con poliposis nasal [68,76]. La
funcion biolégica del alérgeno es probablemente un factor importante que determina la
exacerbacion de los sintomas del asma. Por ejemplo, el principal alérgeno Der p 1 es un
miembro de la familia de la cisteina proteasa capaz de escindir las proteinas de la union
estrecha epitelial, lo que lleva a su interacciéon directa con las células inmunes en areas
subepiteliales [75,76]. Al escindir CD23 (FceRIl) en la superficie de las células B, Der p 1
también induce un aumento en el nivel de CD23 soluble. En UGltima instancia, esto
favorecerd el reclutamiento de células B naive capaces de presentar péptidos antigénicos
a las células Ty, en consecuencia, la produccion de IgE especifica de antigeno (alérgeno)
[76,77,79].

Ademas, cada vez estd mas claro que los alérgenos proteoliticos son capaces de activar
la liberacion de citocinas pro-Th2 derivadas del epitelio, como GM-CSF, IL-25, IL-33 y
linfopoyetina estromal timica (TSLP) [77]. La estructura terciaria del antigeno parece
determinar en parte su "alergenicidad" y su capacidad para desencadenar la inmunidad
pro-Th2 o contrarrestar las vias Thl en la mucosa de la via aérea [77]. El papel de la
exposicion al alérgeno (dosis, tiempo) en el inicio de una enfermedad alérgica sigue
siendo un tema de debate. Inicialmente se considerd que la sensibilizacion se produce de
una manera dependiente de la dosis, al menos para HDM, que se cree que se produce de
una manera lineal. Por el contrario, la sensibilizacion a la caspa de animales parece
seguir una relacion en forma de campana con efectos protectores que aparecen en la
exposicion a altas dosis. Esta diferencia se atribuye a las propiedades aerodinamicas de
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las particulas portadoras, que son mas altas para HDM (> 10 um) y se encuentran
confinadas en un depdésito de polvo en ausencia de perturbaciones, mientras que la caspa
de animales es de menor tamafo (<5 um). Estas propiedades aerodinamicas afectan
claramente la exposicién de un individuo, ya que las dosis de exposicidbn son mucho mas
bajas para HDM y se cree que no pueden inducir tolerancia [78]. En la actualidad, no se
ha alcanzado un consenso con respecto a la edad, la dosis y el mecanismo por el cual la
exposicion al alérgeno inducira la sensibilizacion y/o los resultados clinicos asociados, por
lo que se necesita de modelos experimentales para resolver estos aspectos.

Phleum pratense (planta timotea)

La alergia al polen de plantas tiene una alta prevalencia en Europa, América y Australia,
donde hasta 70% de los pacientes con alergia muestran reactividad de IgE contra
alérgenos de polen de gramineas. Hasta la fecha, se han identificado y caracterizado
hasta 11 grupos de proteinas alergénicas en una 0 mas de estas especies [76]. Estos
grupos estan constituidos por proteinas glicosiladas y no glicosiladas, de diferentes
tamanos, estructuras y caracteristicas fisicoquimicas. Se le llama “alérgenos mayores” a
aguellos que inducen una respuesta IgE especifica en mas del 50 % de la poblacion
alérgica a esa sustancia o producto [76]. El término “alérgenos mayores” no se refiere, por
lo tanto, a la antigenicidad del alérgeno, si sélo consideramos la capacidad de inducir la
produccién de IgE, sino al porcentaje de personas sensibilizadas frente al mismo. Por el
contrario, se llama “alérgenos menores” a aquellos que inducen una respuesta IgE
especifica en menos del 50 % de la poblacién alérgica a esa sustancia o producto [83].
Adicionalmente, los antigenos alergénicos se han agrupado con base a sus funciones
biol6gicas homadlogas vy, por lo tanto, homologia estructural también. Para el caso de los
alérgenos que provienen del polen de plantas, los grupos representativos son:

Grupo 1: Alérgenos mayores. Prevalencia del 90% en los pacientes alérgicos.
Glicoproteinas, es el principal alérgeno del polen, producido por cada especie de polen.

Grupos 2 y 3: Alérgenos menores. Presentan alto grado de homologia con los alérgenos
del grupo 1.

Grupo 4: Alérgeno mayor. El 10-15% de su estructura la forman carbohidratos. Son
glicoproteinas, miembros de la familia de enzimas de Berberina, sistema de respuesta a
los patdégenos de plantas.

Grupo 5: Alérgeno mayor. Se ha encontrado una prevalencia de sensibilizacion del 65 al
85 %. Se encuentra en las especies de gramineas Pooideae, asociadas con particulas de
almidon citopldsmico submicroénico.

Grupo 6: Alérgeno mayor. Homdlogo a las secuencias internas del grupo 5, solo en
Anthoxanthum odoratum, Phleum pratense y Poa pratensis.

Grupo 7: Alérgeno menor. Reconocido casi en 10% de los sujetos alérgicos. Se trata de
una proteina &cida con dos dominios fijadores de calcio, por lo que se denomina
polcalcina. Se considera un panalérgeno, puesto que se encuentra presente en el reino
animal y vegetal, aunque en este Ultimo es exclusivo de los pélenes.
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Grupo 10: Alérgeno menor. Constituido por el citocromo C, una glicoproteina &cida de 12
KDa.

Grupo 11: Alérgeno mayor. Representado por una glicoproteina, relacionado con Ole e 1,
que es un inhibidor de la tripsina de soya.

Grupo 12: Alérgeno menor. Pertenecientes a las profilinas: La profilina es una proteina de
12 a 15 KDa presente en todas las células eucariotas y muy conservada a lo largo de la
evolucién, lo que la convierte en un panalérgeno. Tiene un papel estructural, formando
complejos con la actina, regula su polimerizacion, y participa en la forma y movimientos
celulares y en la germinacion de los pélenes.

Grupo 13: Alérgeno menor. Es el grupo mas recientemente identificado. Pertenecen a la
familia de las poligalacturonasas [76,77,78,79].

Los alérgenos del polen de gramineas del grupo 1, grupo 2/3 y grupo 5 se identificaron
como alérgenos principales que estan presentes en la mayoria de las especies de
gramineas. Casi 95% de los pacientes alérgicos al polen de pasto producen IgE
especifica,,80% reaccionan con alérgenos del grupo 5y 60% a 70% exhiben reactividad
IgE para los alérgenos del polen de pasto del grupo 2/3 [75].

La subfamilia Pooideae contiene la mayoria de los géneros importantes en producir
polinosis. Tienen una alta reactividad cruzada con base en la marcada homologia de los
grupos 1, 2, 3, 4y 5, la mayoria de los cuales, son alergenos mayoritarios. Existe
coincidencia en que la reactividad cruzada entre ellas es tan importante que en general es
suficiente con una o dos especies para diagnosticar y tratar a los pacientes. En cambio,
las subfamilias Panicoideae y Cloridoideae muestran una mayor diversidad y carecen de
los grupos 2 y 5 de alergenos. Sin embargo, los miembros de la familia Cloridoideae
parecen tener reactividad cruzada con Cynodon dactylon, de elevada alergenicidad y que
podria ser una eleccion apropiada para cubrir otros miembros del grupo.. Finalmente
Cynodon dactylon representa eficazmente a la subfamilia Panicoidae.

Por el lado de los panalaergenos, el Grupo 12 de alergenos, conformado por profilinas y el
Grupo 7 por proteinas ligadoras de calcio, son los que presentan elevada reactividad
cruzada con alergenos de otras especies vegetales. En especial las profilinas son las
responsables de la reactividad cruzada con frutas frescas como apio, manzana y kiwi,
entre otras. Clinicamente se manifiestan como sindrome de alergia oral. La prevalencia de
sensibilizacién a profilinas en pacientes alérgicos a gramineas es baja (alrededor del
20%). La sensibilizacién inhalatoria a profilinas es un factor de riesgo para el
desencadenamiento de gran nimero de alergias alimentarias.

El polen de pasto es una de las fuentes méas importantes de sintomas de alergia, el
Phleum pratense es uno de los pastos mas extendidos en el mundo y se le ha relacionado
con procesos alérgicos, asma e incluso fiebre del heno. Este pasto crece en climas que
van desde célidos hasta frios.

Se han identificado 9 proteinas altamente alergénicas en el polen de esta planta,
clasificadas de acuerdo con su funcion biol6gica y reaccién cruzada. Los alérgenos de
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este pasto estdn denominadas Phl pl, Phl p2, Phl p4, Phl p5, Phl p6 y Phl p13. La
reconaocida por casi el 95 % de los pacientes alérgicos al polen es la Phl p1 [76,78].

Los granos de polen de Phleum prantense son de un tamafio aproximado de 25-26 pum, y
dado su tamafio es muy dificil que penetren la mucosa de las vias aéreas, sin embargo, al
hidratarse los granulos de polen que contiene al alérgeno forman un aerosol que es capaz
de pasar por el revestimiento de la mucosa de las vias respiratorias y con ello
desencadenar una respuesta inmunoldgica dando lugar a los signos clasicos de la
hipersensibilidad de tipo I. A través de ensayos de Western blot, se ha encontrado que Phl
p5 es la proteina con mayor inmunogenicidad [76,78]. Los estudios donde los modelos
animales han sido sometidos a retos con Phleum pratense son escasos y en la mayoria
se ha utilizado ratones y ratas. Por otro lado, el extracto de este pasto se ha utilizado en la
clinica para realizar pruebas cutaneas con fines de diagndstico en individuos que se
sospecha pueden presentar hipersensibilidad a este pasto o bien en terapias de
hiposensibilizacién donde se utilizan dosis con concentraciones muy bajas del extracto
alergénico [76]. Estos procedimientos son empiricos y requieren mas estudios con una
base cientifica sdlida. Un grupo de investigadores intentaron obtener informacién sobre
las propiedades inmunoldégicas, la localizacion y la aparicién de Phl p4 y alérgenos
relacionados. Phl p4 se caracterizé por ser un alérgeno principal de polen de esta hierba
resistente a tripsina.. Phl p4 se localiz6 en la exina, que es la envoltura gruesa que
protege los granos de polen de Phleum pratense. Adicionalmente se pudieron encontrar
similitudes significativas de 10 aminoacidos de un péptido de Phl p4, con Arab 1, el
principal alérgeno de la ambrosia. La similitud inmunoldgica de Phl p4 y Arab a 1 se
confirmé por reactividad cruzada de anticuerpos monoclonales e IgE de pacientes [76,79].

Modelos animales para el estudio del asma

Por muchas razones, los estudios de amsa en humanos no se ajustan a todos los
requisitos éticos de experimentacion. Por lo tanto, los modelos animales son necesarios
para comprender mejor los mecanismos fisiopatolégicos y para evaluar tanto la seguridad
como la eficacia de nuevas terapias sobre el asma antes de comenzar ensayos clinicos
en humanos [69]. Sin embargo, el uso de animales de experimentacion en laboratorios de
investigacion también requiere el cumplimiento de preceptos éticos. Se han descrito
diferentes fenotipos en el asma, pero no existe una forma estandar de distinguirlos [69].
Difieren en cuanto a parametros clinicos, criterios fisiolégicos y desencadenantes
ambientales, y se necesitan biomarcadores para identificar distintos endotipos. Los
modelos animales estan limitados por no ser capaces de imitar todas las caracteristicas y
fenotipos del asma humano [69,70]. Sin embargo, han demostrado que son de gran
utilidad para ampliar el conocimiento de muchas caracteristicas inflamatorias,
estructurales y fisioldgicas del asma [70]. Los linfocitos Th2 se han estudiado
ampliamente, pero desafortunadamente en un tercio de los pacientes con asma la
respuesta inmune no esta mediada por Th2 [70]. Por lo tanto, se necesitan modelos
animales que representen mejor a cada fenotipo de asma. Existen muchos modelos de
asma, que usan diferentes especies y métodos para imitar mejor el asma humana.
Representan un escenario para comprender la fisiopatologia de la enfermedad y probar
potenciales terapias con medicamentos.
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Los modelos animales siguen siendo la forma més facil de comprender la fisiopatologia
del asma alérgica y de ayudar a desarrollar nuevos farmacos y estrategias de
inmunoterapia para el tratamiento de esta enfermedad compleja. Sin embargo, existen
variaciones importantes entre las especies de animales, los protocolos y los alérgenos
utilizados, pero pocos estudios evallan estas discrepancias para determinar el mejor
modelo. Los protocolos mas recientes han inducido la sensibilizacién y el desafio por las
mismas rutas en las que se produce la enfermedad humana y el uso de aeroalérgenos
que desencadenan la enfermedad clinica [70,71]. Las investigaciones actuales deberian
definir cuales son las mejores estrategias. Luego estaran listas para avanzar, para
desarrollar mejor los modelos de los diferentes fenotipos del asma, como la enfermedad
no atopica, y para avanzar mas en el desarrollo de futuros tratamientos. Parece que los
modelos mas parecidos al humano seran excelentes opciones a futuro para una mejor
comprension del papel de cada molécula y célula en los diferentes fenotipos y endotipos
del asma [71,72,74].

Muchas especies de animales se han utilizado para estudiar los mecanismos implicados
en el asma (Drosophila, rata, cobayo, gato, perro, bovino, ovejas, caballos y primates no
humanos), pero el modelo mas comun para la representacion de la inflamacion es el raton
[70,71]. La mosca de la fruta Drosophila melanogaster se utiliza como un prototipo
alternativo para la inmunidad innata y las células epiteliales de las vias respiratorias en el
asma. Los cobayos han sido la especie animal mas ampliamente utilizada como los
primeros modelos animales de enfermedad respiratoria alérgica, porque presentan
procesos fisiolégicos de las vias respiratorias muy similares a los humanos. También
responden fuertemente a los alérgenos y tienen control autbnomo de las vias
respiratorias. Por otro lado, las desventajas del uso de cobayos son la falta de sondas y
reactivos especificos para estudiar los resultados alérgicos. Entonces, la comprensién de
los mecanismos humorales y celulares resulta muy dificil. Ademas, hay escasez de
modelos transgénicos y pocas cepas de cobayos para estudios comparativos [72]. Otra
desventaja del cobayo es el mayor tiempo de gestacién (60-75 dias) en comparacion con
los ratones (20-30 dias), y el menor nimero de descendientes. Ademas de que el
principal anticuerpo anafilactico en el cobayo es IgG1 [72].

Los cerdos son mas similares a los humanos en términos de anatomia, inmunologia,
bioquimica, fisiologia, tamafio y genética [73]. En efecto, el cerdo se ha usado como un
modelo animal para la fibrosis quistica, dada la semejanza de los pulmones porcinos con
los humanos en cuanto a la estructura del arbol traqueobronquial, la fisiologia pulmonar,
la morfologia de las vias respiratorias, la abundancia de las glandulas submucosas de la
via aérea, y los patrones de sintesis de glicoproteinas, permitiendo que estos modelos
sean traslacionales para varias patologias presentes en el humano [73,74].
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Ratén: Pequefio, barato, reproduccion rapida,
disponibilidad de reactivos especificos, IgE es la
mayor clase de anticuerpo anafilactico y muestra
de hiperreactividad de las vias aéreas a carbacol.

Rata: Pequefio, barato, IgE es el anticuerpo
anafilactico, respuesta a cromolina y metacolina,
respuesta tardia y temprana de las vias aéreas.

Cobayo: Pequefio, décil, relativamente barato,
posible via nasal para la inmunizacién, respuesta
en las vias aéreas a histamina, repuesta temprana
y tardia de las vias aéreas, inflamacién eosinofilica
en la respuesta tardia, infiltracion de neutréfilos
durante la respuesta tardia de las vias aéreas,
hiperreactividad de las vias aéreas, respuesta de
musculo liso de la traquea a histamina.

Conejo: Pulmon es el principal 6rgano anafilactico,
IgE es el anticuerpo anafilactico, muestra
respuesta tardia y temprana en las vias aéreas.

Perro: Pulmén es el érgano anafilactico, IgE es la
mayor clase de anticuerpo 'y muestra
hiperreactividad en las vias respiratorias.

Caballo: Sensibilizacion nativa al ambiente de
granja, desarrolla hiperreactividad (solamente
durante la enfermedad clinica), exacerbaciones
recurrentes de la enfermedad clinica.

Oveja: Sensibilizacibon nativa a A. suum,
demuestra respuesta temprana y tardia en las vias
respiratorias, recurrencias de exacerbacion en la
enfermedad clinica.

Primate no humano: Respuesta consistente al
antigeno, sensibilizaciéon nativa a A. suum,
respuesta alérgica persistente por afios, IgE es la
mayor clase de anticuerpo.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de varios modelos animales de asma.

Vasculatura es el objetivo de la
anafilaxia, malas respuestas de
histamina, desarrollo del musculo
liso de las vias aéreas.

Requiere la inyeccion del antigeno
para causar sensibilizacion y de
adyuvantes, mala respuesta de
histamina, musculo liso de la
traquea tiene mala respuesta con
leucotrienos.

Pocos reactivos especificos de la
especie, 1gG es el principal
anticuerpo anafilactico, no es
sensible a cromolina y pocas cepas
endogamicas.

La inmunizacibn en neonatos
requiere de una respuesta tardia
en las vias respiratorias

No muestra respuesta tardia en las
vias aéreas y muestra variabilidad
individual en respuestas a A. suum.

Costo y grande

Costo y grande

Costo de la especie. Aspectos
éticos para emplearlos en
experimentacién

Modificado de Karol,1994.
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El cerdo como modelo experimental traslacional en medicina respiratoria

El modelo porcino ha contribuido significativamente a la investigacion biomédica durante
muchas décadas. El tamafio y la anatomia similares de los 6rganos porcinos y humanos
hacen que este modelo sea particularmente beneficioso para la investigacion traslacional
en areas como el desarrollo de dispositivos médicos, la terapéutica y el xenotransplante.
En los ultimos afios, se superd una limitacion importante con el modelo porcino con la
exitosa publicacién del genoma del cerdo. Como resultado, es probable que el papel de
este modelo sea alin mas importante [78]. Para el campo de la medicina respiratoria, las
similitudes entre los pulmones de los cerdos y los humanos le dan al modelo porcino un
potencial particular para el avance de la medicina traslacional. Se han generado modelos
porcinos modificados genéticamente de la fibrosis quistica que, a diferencia de los
modelos convencionales, desarrollan una enfermedad similar a la fibrosis quistica humana
[60,78].

Anatomia pulmonar

El modelo experimental porcino semeja fielmente el aparato respiratorio humano tanto
desde el punto de vista fisioldgico y anatomico, en tamafio y valores de presion arterial e
indice respiratorio. Ademas, los alvéolos porcinos se multiplican rapidamente en las
primeras 2 a 4 semanas de vida, similar a lo que ocurre durante los primeros 3 afios de
vida humana [78], lo que permite hacer estudios traslacionales de desarrollo temprano en
tiempos relativamente cortos. La estructura morfolégica y la distribucion de las vias
aéreas porcinas son muy similares al pulmén humano [60,78]. Las vias aéreas porcinas
tienen una estructura mas cartilaginosa, pero se ha identificado un ndmero similar de
ramificaciones bronquiales en humanos y cerdos. La disminucion general del diametro y la
longitud observada en las bifurcaciones del arbol bronquial humano también se observa
en las vias respiratorias porcinas [60] y los pulmones de los cerdos y los humanos tienen
I6bulos bien definidos demarcados por septos interlobulares.

Histologia

La estructura histolégica es similar entre el tracto respiratorio humano y porcino. El tipo de
epitelio que recubre la luz de las vias respiratorias de los cerdos depende del nivel del
tracto respiratorio [78]. A diferencia de otros animales (por ejemplo, perros), se
encuentran grandes cantidades de glandulas submucosas en los bronquios de los cerdos
[60], lo que es importante para el estudio de enfermedad inflamatoria de las vias
respiratorias. Las glandulas submucosas estan asociadas con la capa de musculo liso en
todos los niveles bronquiales en los lados luminal y cartilaginoso. Toda la capa no
cartilaginosa que recubre el lumen bronquial tiene glandulas submucosas [12,13]. Por ello,
la evaluacion de la remodelacion pulmonar que ocurre en el asma humano podria
replicarse mejor en el modelo porcino.

Se ha informado que la diferenciacion y desarrollo de epitelios bronquiales y glandulas
submucosas primordiales porcinas en la gestacion y hasta el periodo postnatal es
comparable a la regulacion del desarrollo observada para las glandulas submucosas
humanas [60]. Los cultivos primarios de epitelios de las vias respiratorias porcinas y
humanas también muestran un transporte de electrélitos cuantitativamente similar. Estos
factores son significativos, particularmente en el contexto de los modelos pulmonares
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porcinos de fibrosis quistica [60], permitiendo también que los datos obtenidos sean
traslacionales para varias patologias presentes en el humano [78].

El sistema inmunitario de los cerdos es similar al de los humanos, ademas, los cerdos
consanguineos, como los minipigs de Clawn, tienen un complejo principal de
histocompatibilidad genéticamente definido, lo que hace posibles estudios reproducibles
de los mecanismos inmunoldgicos [60,74]. El facil acceso a poblaciones de cerdos
comerciales y diversas razas (naturales o seleccionadas) ofrece la oportunidad de utilizar
diferentes fenotipos (y genotipos asociados) para fines de investigacion especificos.
Diferentes razas de produccion comercial (Large White, Landrace, l|berian y Duroc)
podrian ser utilizadas para estudios generales debido a su facilidad de reproduccion y a
que una gran variedad de lineas de cerdos transgénicos o naturalmente seleccionadas
estan disponibles comercialmente. En particular, los minicerdos son ampliamente
utilizados como modelos biomédicos [78].

Por lo tanto, el cerdo ha llamado la atencion como un valioso modelo preclinico para la
investigacion médica. Aunque ha habido pocos informes de las ventajas cientificas de
usar al cerdo como modelo, en comparacién con perros y primates no humanos, éstos
ultimos ya estan prohibidos o son demasiado costosos para la experimentacién continua.
Los modelos biomédicos tradicionales (Drosophila, Caenorhabditis elegans, zebra fish y
diferentes roedores) no siempre representan adecuadamente la complejidad de la
fisiologia humana [63]. Recientemente ha habido una creciente conciencia de las
limitaciones de algunos modelos animales. La medicina traslacional exige modelos
seleccionados en funcion de la especificidad de la enfermedad humana que se investiga
[60]. El utilizar al cerdo como modelo de estudio podria aclarar mas sobre la patogénesis
del asma, por ejemplo, lo que condiciona que se tenga una inflamacion neutrofilica o
eosinofilica, en qué momento cambia el perfil de la respuesta de anticuerpos IgM o IgG a
uno de IgE, y cudl es la cinética de sensibilizacion de la mucosa. Por otra parte, probar
tratamientos nuevos para el asma, buscar elementos para el diagnoéstico temprano que
permitan la prevencién y el control del desarrollo de la patologia o incluso probar
tratamientos para revertir (desensibilizacién) o prevenir el problema, son metas altamente
deseadas que podrian investigarse en un modelo traslacional semejante en tamafio,
fisiologia y desarrollo al humano, como lo es el cerdo.
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Antecedentes

Como se menciond, el raton y el cobayo han sido los modelos mas utilizados para el
estudio del asma, por lo que se han establecido diversas estrategias experimentales que,
segun el tipo de enfoque, han permitido obtener hallazgos sobre esta patologia. En una
investigacion establecieron, en ratdén, una metodologia para inducir el asma, llevando a
cabo un protocolo de inmunizaciones con ovoalbumina (OVA), administrada por via
intraperitoneal e intratraqueal, con hidréxido de aluminio como inductor de la respuesta
Th2 y con esto producir la hipersensibilidad tipo |. Los autores observaron infiltrados de
eosindfilos en el tejido pulmonar, asi como aumentos considerables de IgE alérgeno
especifica [73].

Otros investigadores han realizado protocolos de inmunizacion en otros modelos animales
encontrando respuestas positivas para una hipersensibilidad de tipo |I. Sensibilizaron
cobayos con OVA seguidos de retos intranasales, encontrando un incremento de
eosindfilos en lavado broncoalveolar de estos animales a las 24 horas, después de que se
realizé el reto intranasal y esta respuesta se mantuvo hasta las 72 horas, lo cual permitié
estudiar con mayor detalle la funcién de estas células en el asma alérgica [73,108]. En
otra investigacion desarrollaron un protocolo de inmunizacibn en gatos utilizando un
extracto comercial del pasto Bermuda, realizando inmunizaciones subcutaneas y retos
intranasales e intratraqueales, lo que les permiti6 evaluar en suero y lavado
broncoalveolar la presencia de anticuerpos (IgA e IgG) antigeno especificos y determinar
si los niveles corresponden con el desarrollo del fenotipo de asma, ademas de dar en este
modelo animal respuestas positivas para las pruebas de intradermorreaccion,
hiperreactividad bronquial y porcentajes de eosinéfilos elevados [34]. Y en el 2012 otro
grupo investigo la produccién de 1gG especifica contra alérgenos individuales, proteinas y
sus isoformas, en conejos inmunizados con alergoides despigmentados de polen de
P.pratense en donde los conejos produjeron titulos elevados y similares de IgG especifica
contra el extracto natural, despigmentado y despigmentado-polimerizado, asi como contra
los alérgenos individuales. Asi mismo, reconaocieron los alérgenos individuales y sus
isoformas del extracto natural. Un alergoide es una proteina modificada con el objetivo de
ser utilizada en protocolos terapéuticos de desensibilizacién, o de induccion de tolerancia
oral/sublingual [9].

En el cerdo no hay trabajos equivalentes, sin embargo, otras investigaciones [12], han
estudiado alergias alimentarias en el cerdo convencional, empleando extracto crudo del
mani por via intraperitoneal y desafiando por via gastrica. Los cerdos presentaron signos
tipicos de este tipo de hipersensibilidad, pruebas de intradermorreaccion y de anafilaxia
cutanea pasiva positivas, lo cual es caracteristico de una hipersensibilidad tipo I. En esta
investigacion se purifico la IgE del cerdo para la elaboracién de un antisuero de conejo
anti-lgE de cerdo. Esta purificacion se llevé a cabo por precipitaciéon con sulfato de
amonio, cromatografia de afinidad con proteina G, cromatografia de intercambio aniénico
con DEAE celulosa y electroforesis con gel de dodecilsulfato sodico-poliacrilamida (SDS-
PAGE) para obtener la cadena pesada de IgE [11]. En otro trabajo, para obtener el
anticuerpo reaginico se inmunizaron cerdos con el parasito Ascaris summ [11], purificando
la IgE de suero por técnicas inmunoquimicas convencionales, y se aislé la cadena epsilon
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usando escision de gel SDS-PAGE vy electroelucion [12]. En ambos casos se obtuvieron
antisueros de conejo especificos contra la IgE porcina.

En el grupo de investigacion del Dr. Marco Antonio Vega LoOpez, en colaboracion con el
grupo del Dr. César Augusto Sandino Reyes, se ha sensibilizado a minicerdos vietnamita
utilizando como antigeno un extracto alergénico del polen de Phleum pratense y como
adyuvante el hidréxido de aluminio [23]. Las vias de administracion fueron intraperitoneal
y subcutdnea y se realizaron retos intranasales e intratraqueales, con el objetivo de
inducir una hipersensibilidad respiratoria en los cerdos. Al finalizar los retos se observaron
cambios histoldgicos en el pulmén, asi como aumentos de celularidad en BAL, con un
incremento significativo en el numero de eosindfilos y células cebadas activadas [26].
Adicionalmente, los cerdos sensibilizados mostraron pruebas cutaneas positivas a
antigenos del polen de Phleum pratense, asi como pruebas de anafilaxia pasiva cutaneay
signos clinicos sugestivos de la patologia asmatica. Estos resultados sugieren que el
protocolo de sensibilizacién empleado, asi como el antigeno administrado, indujeron una
respuesta de hipersensibilidad de tipo | en los cerdos [22,23], faltando la determinacion de
IgE alérgeno especifica para corroborar esos hallazgos.

Dado que no hay una disponibilidad comercial de IgE y anticuerpos anti-IgE de cerdo, una
de las tareas fue obtenerla y producir antisueros anti-IgE porcina. Uno de los
inconvenientes en el aislamiento de IgE son los niveles séricos que raramente exceden 1
pg/mL, incluso en individuos alérgicos y/o parasitados. La anafilaxia de cerdos se informé
por primera vez en 1963; en cerdos sensibilizados experimentalmente con OVA. La
investigacion de alergias en cerdos se vio comprometida por la falta de disponibilidad de
IgE de cerdo y anti-IgE [37].

Utilizar al cerdo como modelo de estudio ayudaria a dilucidar algunas de las incégnitas
principales del asma, por ejemplo, en la patogénesis cual es punto que define que la
inflamacién sea neutrofilica o eosinofilica, cual es la cinética de la respuesta humoral
desde el primer contacto con el antigeno hasta el desarrollo de la sensibilizacion donde la
respuesta de anticuerpos cambia a un perfil de IgE, como se genera la remodelacion
tisular, etc. Con este modelo también se podrian ensayar tratamientos nuevos para el
asma y probar nuevos protocolos de desensibilizacion, haciendo la extrapolacion
posolégica mas sencilla porque el cerdo tiene una talla similar a la humana. Se exploraria
la induccién de la patologia en etapas tempranas de la vida, como ocurre en el humano,
se podrian buscar moléculas para el diagndéstico temprano, etc. En conclusion, el cerdo
puede ser un buen modelo debido a su similitud anatémica y fisioldgica con el ser
humano.

Por ello, en esta investigacion se pretende continuar con la validacion del modelo porcino
de hipersensibilidad respiratoria al Phleum pratense, analizando el desarrollo de la
respuesta de IgE sérica y mucosal al alérgeno y comparar el patrén de reconocimiento a
los alérgenos de Phleum pratense con la de pacientes humanos alérgicos para dilucidar la
idoneidad del modelo para el estudio del asma.
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Justificacion

El asma alérgica es una hipersensibilidad mediada por IgE, es de importancia en salud
publica porque no tiene cura y, hasta el momento, no se puede prevenir ya que se
desconocen sus mecanismos desencadenantes. Los modelos animales que se han
utilizado para el estudio del asma tienen limitantes que incluyen diferencias anatomicas,
inmunolégicas y fisiolégicas entre ellos y el humano.

Con ese objeto, hemos desarrollado un modelo porcino de hipersensibilidad respiratoria al
polen de Phleum pratense, donde se han replicado algunas de las caracteristicas del
asma humano. Para poder evaluar el desarrollo de la produccién de IgE sérica y mucosal,
ante la sensibilizaciéon y la reactividad de este anticuerpo contra los antigenos de este
alérgeno, fue necesario, en un primer paso, la purificaciébn y caracterizacion de la IgE
porcina para producir anticuerpos policlonales que permitan esa evaluacién por ELISA
cuantitativa y, en una segunda etapa, hacer un comparativo de reactividad de respuesta
humoral porcina y la humana a los antigenos del Phleum pratense. Con esos resultados
se validara el modelo porcino de asma para estudios traslacionales al humano.
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Hipotesis
La sensibilizacion al polen de Phleum pratense en un modelo porcino de hipersensibilidad
respiratoria, incrementa la respuesta sérica y mucosal de IgE alérgeno especifica.
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Objetivos

Objetivo general

Analizar la produccion de IgE sérica y mucosal en respuesta al polen de Phleum pratense
en un modelo porcino de hipersensibilidad respiratoria.

Objetivos particulares
1.-Obtener IgE sérica de cerdos sensibilizados con un extracto proteico parasitario.

2.-Producir un antisuero anti-Igg de cerdo mediante la inmunizacion de ratones con la
cadena pesada de IgE porcina.

3.-Establecer un ensayo cuantitativo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) con la
anti-lgE de cerdo.

4.-Evaluar el desarrollo de la respuesta de IgA, IgG e IgE sérica y mucosal contra el
alérgeno Phleum pratense en cerdos sensibilizados y desafiados experimentalmente.

5.-Comparar el patrén de inmunorreactividad de la IgE alérgeno-especifica del modelo
porcino con la de sueros de pacientes asmaticos contra las proteinas inmunodominantes
de un extracto comercial de Phleum pratense.
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Material y Métodos
Modelo experimental

Se utilizaron 12 cerdos vietnamita (Sus scrofa) destetados (28 dias), libres de patdgenos
especificos (SPF), se les proporcion6 acceso ad libitum a alimentos y agua,
manteniéndose en condiciones de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999, dichos cerdos
provinieron de la Unidad de Produccion de Animales de Experimentacion (UPEAL-
CINVESTAV) y el protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV-IPN.

Tratamiento con polen

Los antigenos alergénicos empleados provienen de un extracto proteico estandarizado de
polen de Phleum pratense (Standarized Timoty Grass, Alk Abello Pharm 100,000
BAU/mL, Lote 0001638321), éste se administr6 en conjunto con hidroxido de aluminio
(Alergel, suspension, 431M98 SSA, ARLEX México, S.A. de C.V.) [22,23].

Purificacién de IgE
Induccién del anticuerpo reaginico porcino con extracto de Taenia hydatigena

Se inmunizaron 2 cerdos vietnamita de 9 meses de edad, con un extracto proteico
parasitario de Taenia hydatigena (proporcionado por el Dr. Fernando Alba Hurtado de la
FES-Cuautittan-UNAM, campo 4), el cual tenia una concentracion de 746 ug/mL y como
adyuvante hidréxido de aluminio (Alergel, suspension, 431M98 SSA, ARLEX México, S.A.
de C.V.).
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Figura 11. Esquema de inmunizacion para obtener nivel alto sérico de IgE porcina. El esquema
constaba de 6 etapas; en las cuales se realizaron inmunizaciones subcutaneas/intraperitoneales
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cada 7 dias. Este esquema de inmunizacion tuvo como objetivo aumentar la presencia de IgE
sérica y asi poder purificar/obtener la inmunoglobulina porcina. IDR (intradermorreaccioén). PBS
(Buffer fosfato salino).

El esquema de inmunizacion (Figura 11) constaba de inoculaciones por via intraperitoneal
(2 mL del extracto proteico de Taenia hydatigena + 1730 pL de hidroxido de aluminio) y
subcutanea con la misma dosis una vez por semana. Se realizaron intradermorreacciones
(ver adelante) con el extracto proteico parasitario los dias 18 y 32 del protocolo de
inmunizacién, con 134 L del extracto proteico + 66 UL de PBS estéril, hasta verificar que
los cerdos estuvieran ya sensibilizados. El experimento termind en el dia 35 con la
eutanasia de los cerdos, obteniendo la sangre por una puncién intracardiaca utlizando el
equipo de venoclisis (Normogotero, corporativo DL, S.A. de C.V) para su recoleccion en
tubos conicos de 50 mL estériles.

Precipitacion son sulfato de amonio

Después de obtener el suero de los cerdos inmunizados con el extracto proteico
parasitario, se realiz6 una precipitacion con sulfato de amonio con el fin de eliminar la
mayor cantidad de albumina [18,20]. Se ajusto el pH a 7.8 de una solucion saturada de
sulfato de amonio (J.T. Baker, Lote M-37246, México), justo antes de la precipitacion del
suero. Con agitacion constante y en bafio de hielo, se agregd gota a gota un total de 25
mL de solucién saturada de sulfato de amonio a una muestra de 50 mL de suero, hasta
conseguir una saturacion de 33% del sulfato. Una vez completada la adicion del sulfato de
amonio, se continud agitando la suspensién durante 2 horas para evitar el atrapamiento
mecanico de otros componentes del suero en el precipitado. Se centrifugd la solucion a 4
°C durante 10 min a 1400 g (aprox 3000 rpm). El primer precipitado contiene toda las
gamaglobulinas y trazas de albumina. Se resupendid el precipitado en suficiente agua
Milli-Q para restaurar el volumen original de la muestra de suero. Se precipité la fraccién
de gamaglobulinas por segunda y tercera ocasion. Se disolvi6é el tercer precipitado con
solucion amortiguadora de boratos (ver apéndice 1) hasta un volumen final de la mitad o
menos de la muestra de suero original. Se elimind el sulfato de amonio del precipitado
mediante dialisis en una membrana de dialisis (Spectra/Por® 3. Spectrum™ RC Dialysis.
Membrane Tubing 12,000 to 14,000 Dalton, MWCO, USA), con agua bidestilada y
soluciéon amortiguadora de boratos durante varios dias a 4 °C. La dialisis se realiz6 en un
pH ligeramente alcalino; porque la desnaturalizacion de las proteinas tiende a producirse
en un pH < 7. Se verificd que el precipitado ya no tenia sulfato de amonio mediante la
adiciéon de cloruro de bario al 10 %, la didlisis estaba terminada si ya no existia la
formacion de una turbidez blanca.

Después de completar la didlisis, se retird la solucion de la membrana de diélisis. Algunos
materiales insolubles se formaron durante la dialisis. La solucion final fue ligeramente
opalescente. Se centrifugd la solucion a 4 °C durante 10 minutos a 1400 g. Se verifico la
pureza del producto mediante una electroforesis de un gel de poliacrilamida al 12 %.
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Columnas de afinidad

Se acoplaron anticuerpos monoclonales anti-lgM (Clona 5C9) y anti-IgA (Clona F9)
porcinas a sefarosa activada con bromuro de cian6geno (CNBr-Activated Sepharose 4
Fast Flow GE Healthcare, Alemania.) para la elaboracién de las columnas de afinidad
anti-lgM y anti-IgA. Para eliminar 1gG se usé una columna de proteina G (Protein G
Sepharose®, Fast Flow, Alemania) acoplada a sefarosa El precipitado de gamaglobulinas
primero se pasO por la columna anti-lgG 5 veces en 5 repeticiones. Después de
corroborar por ELISA y electroforesis SDS-PAGE que el precipitado ya no estaba
contaminado con IgG, se paso6 por las columnas de anti-IgA y anti-lgM con el mismo
procedimiento (ver apéndice) El eluido final, ya sin IgG, IgA e IgM, se guard6 en
microtubos de centrifuga de 1.5 mL a -70 °C. Una vez evaluada la concentracion de IgE
se liofilizé (Liofilizador VirTis BenchTop Pro SP Scientific, Reino Unido) y se almacenoé a -
20 °C. Las inmunoglobulinas G, A y M retenidas en las columnas, se eluyeron después
con &cido citrico 1mM (2 mL) y se recuperaron en un buffer de neutralizacién (NaHCOs,
pH 8.3, NaCl) y se guardaron a -20C.

ELISA para evaluar la reactividad de cada isotipo (IgG, IgA e IgM)

Para verificar que ya no hubiese contaminacién con las inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM,
se evalud el eluido obtenido después de las columnas de afinidad por medio de ensayos
de ELISA isotipo especificos. Se realizé ELISA cuantitativo de tipo sandwich para cada
uno de los isotipos. Se colocaron los anticuerpos de captura para IgM, 1gG o IgA (Goat
anti-Pig IgM Antibody Affinity Purified, # A100-117, Goat anti-Pig lgG-Fc Fragment
Antibody Affinity Purified, # A100-104 y Goat anti-Pig IgA Antibody Affinity Purified, #A100-
102; respectivamente, Bethyl, USA), por separado en microplacas de 96 pozos (Corning
Incoroporated, Non-sterile, Polystyrene, Lote 03011001, USA), con una dilucion 1/500
para los tres anticuerpos, se incub6 durante toda la noche con buffer de carbonatos. Se
realizaron 5 lavados con solucion general de lavado (Tris base 50 nM y NaCl 0.14 M) mas
tween al 0.075 %. Se bloque6 con agitacion durante 2 horas a 37 °C con buffer de
blogueo (solucién general + BSA 1 %). Se realizaron 5 lavados. Se coloco el eluido por
triplicado al igual que el precipitado de gammaglobulinas (control positivo) y la curva para
cada isotipo con buffer de diluciéon (soluciéon general + tween 0.075% + BSA 1 %). La
curva consta de un anticuerpo de referencia (Pig Reference Serum, # 900-338-9578,
Bethyl, USA) en diluciones dobles seriadas, comenzado con el punto mas concentrado
para IgA de 5 ng/mL, 10 ng/mL para IgM y 100 ng/mL para IgG. Se incubaron los pozos
durante toda la noche a 4 °C. Se utilizaron anticuerpos acoplados a HRP (Pig IgG-Fc
Fragment Antibody, # A100-104P, Goat anti-Pig IgA Antibody HRP Conjugated #A100-
102P y Goat anti-Pig IgM Antibody HRP Conjugated # A100-117P, Bethyl, USA) con
diluciones 1:10,000 para IgG e IgA y 1:200,000 para IgM, durante 1 hora a 37 °C. Se
adicionaron 100 pL del buffer de citratos pH 5.0 + TMB + 2 uL de agua oxigenada por
pozo. Se detuvo la reaccion adicionando 100 pL de &cido sulfdrico (2N) por pozo.
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Caracterizacion de IgE
Western blot (anti-lgM porcina)

Dado que la IgM posee una cadena pesada del mismo peso molecular que la IgE (70
KDa), se realiz6 una inmunoelectrotransferencia (WB) para corroborar que no hubiera
contaminacién con IgM en la IgE purificada. Se realizd un gel de poliacrilamida (10 %) en
donde se colocaron controles positivos (IgM recuperada de la columna de afinidad,
precipitado de las gammaglobulinas y el eluido antes de la columna anti-lgM) y la IgE
purificada como control negativo. El gel se tifio con plata. Se repiti6 el mismo
procedimiento en otro gel de poliacrilamida (10 %) que se transfirio durante dos horas a
una membrana de nitrocelulosa (Nitrocellulose Membrane for WB |0.45 mm Pore Size #
N8395 BioRad, USA). Se bloquet la membrana durante una hora con buffer de bloqueo
(TBST + leche de bloqueo para WB al 3 %). Se realizaron 5 lavados con TBS + tween al
0.050 % y se incubo durante toda la noche con el anticuerpo anti-IgM acoplado a HRP
(Goat anti-Pig IgM Antibody HRP Conjugated # A100-117P, Bethyl, USA) a 4 °C. Al
siguiente dia se lavd, se colocé el luminol para la quimioluminiscencia (Pierce® ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific. No. Cat. 32109) y se revelé en placas de
radiografia (Kodak GBX developer and replenisher Kodak. No. Cat. 190 0943, México).

SDS-PAGE nativo

Se realiz6 un gel de poliacrilamida al 5 % para evaluar el peso molecular de la
inmunoglobulina E purificada sin desnaturalizar. En un gel de poliacrilamida se migré la
IgE sin desnaturalizar durante 2 horas aproximadamente a 80 volts en una camara de
electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio Rad. No de Cat. 1658001, USA). Una vez
que termindé la electroforesis el gel se tifio con nitrato de plata.

Anafilaxia pasiva cutanea

La anafilaxia pasiva cutdnea se realiz6 para determinar si la inmunoglobulina E se
mantenia funcional después de la purificacion y por ende si era capaz de dar una reaccién
de IgE alérgeno-especifica.

Se utilizaron 2 cerdos que no fueron inmunizados (cerdos blancos), los cerdos se
inmovilizaron para su rasurado en la zona ventral con el fin de permitir la aplicaciéon de las
muestras a probar. Para dicha prueba se utiliz6 el eluido de IgE purificada, proveniente de
los cerdos que fueron inmunizados con el extracto proteico parasitario de Taenia
hydatigena. Una alicuota de cada muestra se inactivd a 56°C durante 4 horas, condicion
gue permite saber si la respuesta esta mediada por IgE, por ser un anticuerpo
termosensible. Por otra parte, y bajo las mismas condiciones, se utiliz6 como control
positivo: Suero de cerdo inmunizado con Taenia hydatigena y como controles negativos:
PBS, muestras inactivadas por calor y un suero de un cerdo no relacionado. Después del
rasurado de cada animal se procedio a aplicar con aguja hipodérmica 200 pyL de cada
muestra problema y controles, en diferentes puntos bien identificados y distribuidos a lo
largo de la zona ventral del animal. Veinticuatro horas postaplicacion se administré, via
intradérmica, en cada uno de esos sitios, 200 uL del extracto proteico parasitario, en
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alrededor de 15 minutos se evalud la respuesta, la cual se consideré positiva si se
formaba un eritema y una respuesta inflamatoria evidente.

Inmunizacién de ratones con la IgE porcina

Después de la caracterizacion de la IgE porcina se procedié a la inmunizacion de ratones
para la obtencion del antisuero de ratdon anti-IgE de cerdo. Se utilizaron 3 ratones,
hembra, de la cepa BALB/c, de entre 6 y 8 semanas de edad. Para la inmunizacién se
utilizaron las bandas de IgE purificada evidenciadas en geles de poliacrilamida al 10 % vy
tefiidas con nitrato de plata (banda de 70 kDa), que se cortaron se congelaron en
nitrégeno liquido y se maceraron en un mortero. El macerado se resuspendio en PBS 1x
estéril y se hizo pasar por agujas de calibre descendente (18 G, 21 G, 23 Gy 27 G). La
dosis fue de aproximadamente 6 a 8 ug de IgE + 300 pL de PBS estéril. El protocolo de
inmunizacion (Figura 12) consisti6 en 2 inmunizaciones subcutaneas seguidas de una
inmunizacion intraperitoneal con la dosis antes mencionada y se realizé un tercer refuerzo
con 3 ug de IgE + 50 pL de TiterMax (Gold Adjuvant, Sigma-Aldrich, #T2684, Alemania).

‘ Esquema de inmunizacion

g Toma de muestra

ﬁ Inmunizacién SC Inmunizacién IP Inmunizacién SC
(3 bandas* + 300 pL de (3 bandas* + 200 pL de (3 pg IgE purificada + 50 pL
PBS) PBS) TiterMax®)

Obtencion del I I
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P f f
| |

W —— e

-1

Figura 12. Esquema de inmunizacion para la obtencidn del antisuero de raton anti-lgE de cerdo.
Se hicieron inmunizaciones subcutaneas en el dia 0 y 15 del protocolo y una inmunizacién
intraperitoneal en el dia 30 del protocolo. El dltimo refuerzo fue en el dia 49 con TiterMax como
adyuvante. En el dia -1 se tomé muestra de sangre (suero pre inmune) del protocolo de
inmunizacion. Y en los dias 35 y 54 del protocolo se tomo sangre para ver la concentracion del
antisuero. Para evaluar los niveles de anticuerpos especificos contra la IgE, se realizé un ensayo
de ELISA con diluciones cuadruples seriadas de los sueros provenientes de los tres ratones
inmunizados, asi como los sueros pre-inmunes obtenidos al inicio del protocolo de inmunizacién.
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Western blot para verificar la especificidad del suero murino anti-IgE de cerdo

Se realiz6 un gel de poliacrilamida (10 %) donde se migraron las inmunoglobulinas
recuperadas de las columnas de afinidad (IgA, IgM e IgG) y también la IgE purificada, y el
gel se tifié con nitrato de plata. Se hicieron tres geles con las mismas caracteristicas y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Nitrocellulose Membrane for WB |0.45 mm
Pore Size # N8395, BioRad, USA) durante dos horas en un equipo de electroforesis (Mini-
PROTEAN Tetra Cell Bio Rad. No de Cat. 1658001, USA). Se bloquearon las membranas
durante 1 hora con agitacion. Se dejaron incubando durante toda la noche a 4 °C con los
diferentes antisueros de los ratones. El ratdn 1 a una dilucién de 1/500 y los ratones 2y 3
con una dilucion 1/1500. Posteriormente se realizaron lavados con TBS + Tween al
0.075%. Se incubaron con un anticuerpo acoplado a HRP (HRP Goat anti-mouse 1gG
minimal x-reactivity BioLegend Cat 405306) a una dilucion 1/1500 durante una hora y
media.

Se realizaron 5 lavados de 1 minuto cada uno con TBS + Tween al 0.075%, y se procedio
a revelar por quimioluminiscencia con luminol (Pierce® ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific. No. Cat. 32109, USA) y exponiendo en placas de radiografias (Kodak
GBX developer and replenisher Kodak. No. Cat. 190 0943, México).

Estandarizacion del ELISA cuantitativo anti-IgE de cerdo

Para la estandarizacion se realiz6 el siguiente esquema para las muestras problema y las
curvas de concentracion (Figura 13). Se determinaron las condiciones 6ptimas del ensayo
la cuales fueron: Evaluar la concentracién 6ptima de recubrimiento del polen de Phleum
pratense desde 5 pg/pozo, 2 ug/pozo, 1 ug/pozo, 500 ng/pozo, 200 ng/pozo y 100
ng/pozo y se evaluaron las diferencias significativas entre ellas (Graphpad prism version
8.0.1) para poder seleccionar la concentraciébn de Ag adecuada mediante la diferencia
significativa. También se evalu6 la dilucién éptima de la muestra problema, donde se
hicieron diluciones dobles seriadas de los sueros de los cerdos sensibilizados con Phleum
pratense, comenzando en 1/150 con dos sueros positivos al polen de Phelum pratense y
uno negativo de los dias 49 y 56 del protocolo de inmunizacion de los cerdos con el
extracto del polen de Phleum pratense, se graficaron las densidades Gpticas y se observé
en donde habia mayor diferencia entre los sueros positivos y el negativo. Se realiz6 el
mismo procedimiento para las muestras de suero de los cerdos sensibilizados de los dias
0y 14 comenzando con una dilucién 1/5 y para el dia 28 en 1/50. Para la precision intra e
interensayo se hicieron 3 réplicas de cada uno de los cerdos y se obtuvieron los
coeficientes de variacion con la desviacion estandar entre el promedio por 100
(Microsoft® Office Excel version 2018). Para las pruebas de precision intraensayo se
realizaron el mismo dia y para las interensayo fueron en dias diferentes [91,92,96].

Para la curva del ELISA se realiz6 un analisis de correlacién (Microsoft® Office Excel
version 2018) entre la IgE del laboratorio y la IgE comercial, también se evalu6 la
linealidad de la curva con el coeficiente de correlacién y el rango de densidades Opticas
(Microsoft® Office Excel version 2018). El limite de cuantificacion se obtuvo con el
promedio del blanco mas 10 veces la desviacion estandar del blanco entre la pendiente
obtenida del analisis de regresion. Y el limite de deteccion se determiné con el promedio
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del blanco mas 3 veces la desviacion estandar del blanco entre la pendiente obtenida del
andlisis de regresién de acuerdo con los protocolos de estandarizacion de ELISA ya
reportados [62,85,86].

Para la curva de concentraciébn se realizaron diluciones dobles seriadas de la IgE
purificada comenzado con una concentracion de 10 ng/mL.

Curva Suero problema

e

Antiraton- HRP
Antiraton- HRP

Antisuero de
raton anti-IgE de
Antisuero de cerdo
raton anti-IgE de
cerdo Suero de cerdo
sensibilizado con

polen

- pratense

Figura 13. Esquema representativo de la curva y la muestra problema utilizadas en la
estandarizacion del ELISA anti-lgE de cerdo. En la curva se cubri6 el pozo con la IgE purificada en
diluciones seriadas donde el punto méas concentrado fue 10 ng/mL. Y para las muestras los pozos
se cubrieron con la concentracién de 100 ng del polen de Phleum pratense.

ELISA IgE alérgeno- especifica

Para evaluar la respuesta de IgE sérica se utilizaron las muestras de suero de los cerdos
control (nUmero de arete 33,34,35,39 y 40) y experimentales (30,31,32,36 y 37) de los
dias 0,14, 28, 49 y 56 del protocolo de sensibilizacion. Y para evaluar la respuesta de IgE
en mucosa fueron las muestras de saliva y moco nasal de los dias 49 y 56 del protocolo.

Se utilizaron microplacas de 96 pozos donde se colocaron las muestras individuales de
cada cerdo, los blancos (curva y muestra) y la curva (Figura 14). Se recubrieron los pozos
para las muestras y el blanco de la muestra con el extracto proteico del polen de Phleum
pratense (Standarized Timoty Grass, Alk Abello Pharm 100,000 BAU/mL, Lote
0001638321) a una concentracion de 100 ng/pozo con buffer de carbonatos pH 9.6.
También se recubrié la curva y el blanco de ésta con la IgE purificada con diluciones
dobles seriadas (8 diluciones), comenzando a una concentracion de 10 ng/mL y se incubé
la placa durante toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia se realizaron 20 lavados con
solucién general (Tris base 50 nM y NaCl 0.14 M) mas tween al 0.075%. Se bloquearon
las placas con buffer de bloqueo (solucion general + BSA 1 %) durante 2 horas a 37 °C en
agitacion. Después de lavar la placa se colocaron las muestras de mucosa y/o suero con
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diluciones dobles seriadas para las muestras de los dias 49 y 56 del protocolo de
inmunizacién con el polen de Phleum pratense comenzando con una dilucién 1/500; para
el dia 28 del protocolo con una dilucién 1/50 y para los dias 0 y 14 con una dilucién 1/5.
Las placas se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Se se lavaron las placas y se
incubd con el antisuero del ratén anti-IgE de cerdo en una dilucién 1/500 durante 2 horas
a 37 °C con agitacion. Se hicieron lavados y se dejo incubar con un anticuerpo anti-IgG de
raton acoplado a HRP a una diluciébn 1/1500 (HRP Goat anti-mouse IgG minimal x-
reactivity BioLegend Cat 405306, USA) durante una hora y media a 37 °C con agitacion.
Después de lavar las placas se adicionaron 100 uL del buffer de citratos pH 5.0 + TMB + 2
uL de agua oxigenada por pozo. Se detuvo la reaccién cuando el punto mas concentrado
de la curva alcanz6 una absorbancia de 0.400 o 0.500 nm a 620 nm adicionando 100 pL
por pozo de acido sulftrico (2N).

1 .12
Y o : Muestras suero/mucosa
>< =] Blanco de muestra
N4 O, Blanco de curva
ala
) : Curva
al e
—
7
=<
)
ala
\/ N1
ala
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Figura 14. Esquema representativo del disefio para el ELISA IgE alérgeno—especifica. Se
realizaron 4 repeticiones de los blancos (curva y muestra). Para la curva se hicieron diluciones
dobles seriadas, el punto mas concentrado fue de 10 ng/mL y el mas bajo fue de 0.078 ng/mL.

Comparacion de la reactividad de anticuerpo IgE, obtenida del suero porcino y
pacientes asmaéticos, frente a proteinas inmunogénicas de Phleum pratense por el
método de Western blot

Se fraccionaron 10 pg del extracto proteico comercial del polen de Phleum pratense en un
gel de poliacrilamida al 10% y se tifié con azul de coomassie. Se realiz6 otro gel usando el
peine sin divisiones y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (Nitrocellulose
Membrane for WB, 0.45 mm Pore Size # N8395, BioRad, USA) durante dos horas. Se
incub6 la membrana durante toda la noche a 4 °C con los diferentes sueros del dia 56 de
los cerdos sensibilizados y los sueros de los pacientes asmaticos provenientes de un
protocolo de prevalencia multicéntrico, INER, Hospital Juarez y Centro Médico SXXI a una
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dilucién de 1/20. (Ver tabla del anexo) Posteriormente se realizaron lavados con TBS +
tween al 0.075%. Se incubaron con el anticuerpo de ratén anti-lgE de cerdo en una
dilucién 1/500 para las membranas de los sueros porcinos y con el anticuerpo de ratén
anti-IgE de humano en una dilucion 1/4000 para las membranas de pacientes asmaticos
(monoclonal Anti-Human IgE antibody produced in mouse, SIGMA 16510) durante dos
horas a 37 °C con agitacién. Se realizaron 5 lavados de 1 minuto cada uno con TBS +
tween al 0.075% vy se incubaron todas las membranas con anticuerpo anti- IgG de ratdn
acoplado a HRP (HRP Goat anti-mouse IgG minimal x-reactivity BioLegend Cat 405306) a
una dilucién 1/1500 durante una hora y media.

Se realizaron 5 lavados de 1 minuto cada uno con TBS + Tween al 0.075%, y se revel6
por quimioluminiscencia con luminol (Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Scientific. No. Cat. 32109) en placas para radiografia (Kodak GBX developer and
replenisher Kodak. No. Cat. 190 0943, México).
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Resultados
Columnas de afinidad

Se evalud la eliminacién de cada isotipo (IgG, IgM e IgA) de anticuerpos del precipitado
de gammaglobulinas cualitativa (SDS-PAGE) y cuantitativamente (ELISA). Al pasar el
precipitado 3 veces (cada vez constaba de 5 repeticiones) por la columna de proteina G
se logré eliminar la IgG del precipitado ya que no se observo la banda de la cadena
pesada de 1gG de 55 kDa (Figura 15A) en el PAGE y eso se corrobor6 por ELISA (Figura
15B), donde se evaluaron el precipitado de gammaglobulinas y los eluidos de la columna.
Después de comprobar que el eluido no tuviera IgG se paso por la columna de anti-IgA;
evaluando por PAGE (Figura 16A) y por el ELISA (Figura 16B). Por ultimo, el eluido se
pasé por la columna de anti-IgM, evaluando de la misma manera la reactividad de la
inmunoglobulina (Figuras 17A 'y 17B).
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Figura 15. Inmunorreactividad de IgG después del paso por la columna de proteina G. A) Se
realizé un gel de poliacrilamida (10 %) para la evaluacion de la presencia de IgG después de pasar
el precipitado de gammaglobulinas por de la columna de proteina G. Se migré el precipitado de
gammaglobulinas original (PP-y) y el eluido después del paso por la columna (EF-3 PG).
Solamente se observé la banda que corresponde a IgA (60 kDa) y en este ensayo todavia habia la
presencia de IgM e IgE (70 kDa). B) Se realiz6 un ELISA para el isotipo IgG en el precipitado de
gammablobulinas (PP-y), la primera vez después del paso por la columna (EF1) de proteina G, la
segunda vez (EF2) y la tercera vez (EF3). Después de la tercera vez ya no se presentd
contaminacion con la inmunoglobulina G. Prueba t de Student, ***P<0.001.
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Figura 16. Inmunorreactividad de IgA después del paso por la columna de afinidad anti-IgA.
A) Se realiz6 un gel de poliacrilamida (10 %) para la evaluacién de la presencia de IgA después de
pasar el precipitado de gamaglobulinas por la columna de afinidad. Se migr6 el segundo eluido
(EF2 a-1gA) después de la columna. Solamente se observo la banda que corresponde a IgM e IgE
(70 kDa). B) Se realiz6 un ELISA para el isotipo IgA para el precipitado de gammablobulinas (PP-
Y), la primera vez por la columna (EF1), la segunda vez (EF2). Después de la segunda vez por la
columna ya no se presentd contaminacion con la inmunoglobulina A. Prueba t de Student,
*P<0.01.
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Figura 17. Inmunorreactividad de IgM después del paso por la columna de afinidad anti-IgM.
A) Se realizé un gel de poliacrilamida (10 %) para la evaluacion de la presencia de IgM después de
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pasar el precipitado de gamaglobulinas por la columna de afinidad. Se migré el segundo eluido (EF
a-lgM) después de la columna. Solamente se observé la banda que corresponde a IgE (70 kDa). B)
Se realizo ELISA para el isotipo IgM para el precipitado de gammablobulinas (PP-y), el primero
(EF1) y el segundo paso por la columna (EF2). Después de la segunda vez por la columna ya no
se presentd contaminacién con la inmunoglobulina M. Prueba t de Student, *P<0.05.

Western blot para la reactividad de IgM

En un gel de poliacrilamida (10 %) se migré la IgM recuperada de la columna, el
precipitado de gammablobulinas y un eluido antes de la columna de anti-IgM y la IgE
purificada. El gel se tifio con plata (Figura 18A) y otro gel paralelo se transfiri6 a una
membrana de nitrocelulosa (Figura 18B). En el gel tefiido con nitrato de plata se observo
la banda de 70 kDa en el carril de IgM, en el eluido antes de la columna de anti-lgM (EF2-
PG) y la IgE purificada. En el Western blot se observé la misma banda (70 kDa) en la IgM,
en el eluido antes de la columna y en el precipitado de gammaglobulinas, excepto en la
IgE purificada, lo que indicé que la banda que se observé en el gel tefiido (Figura 18A) en
el carril de la IgE, efectivamente era la inmunoglobulina E.

Figura 18. SDS-PAGE y Western blot para caracterizacion de IgE. A) En el gel de poliacrilamida
tefiido con nitrato de plata se observé la banda de 70 kDa en la IgE purificada mientras que en el
Western blot (B), en el carril de la IgE no se observé ninguna inmunorreactividad con el anticuerpo
anti-IgM.
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Gel nativo de la IgE

Se realizé un gel de poliacrilamida (5 %) donde se migro la IgE sin desnaturalizar (Figura
19), se observé la banda que corresponde al peso total de la inmunoglobulina (190 kDa).

kDa pm \&
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Figura 19. Gel nativo de la IgE. SDS-PAGE tefido con plata donde se migrd la IgE sin
desnaturalizar (190 kDa).

Anafilaxia pasiva cutanea

Se realizé una prueba de anafilaxia pasiva cutdanea con la IgE purificada, dando una
respuesta positiva por la presencia del eritema e inflamacion en la IgE purificada y en el
suero anti Taenia hydatigena, lo que indic6 que la IgE seguia activa y que se traté de una
respuesta de IgE alérgeno—especifica (Figura 20A). Se observaron respuestas negativas
en las muestras inactivadas por calor, en el PBS y en el suero no relacionado (Figura
20B).

Figura 20A. Anafilaxia pasiva cutanea. Se colocaron las muestras del suero de un cerdo
sensibilizado con el extracto proteico de Taenia hydatigena (1) y la IgE sin inactivar (5). Después
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de 24 horas de haber inoculado las muestras por via intradérmica, se colocé el extracto parasitario
de Taenia hydatigena. Después de 15 minutos se observé una respuesta positiva en ambos.

Figura 20B. Anafilaxia pasiva cutanea. Se colocaron las muestras del suero de Taenia
hydatigena (2), PBS estéril (3), la IgE inactivada por calor (4) y un suero no relacionado (6).
Después de 24 horas de haber inoculado las muestras por via intradérmica, se coloco el extracto
parasitario de Taenia hydatigena. Después de 15 minutos se observé una respuesta negativa en
los cuatro sitios.

Determinacién de la dilucion 6ptima del antisuero de raton anti-lgE de cerdo

Se hicieron diluciones cuadruples seriadas de los antisueros de los tres ratones anti-IgE
de cerdo y del suero preinmune en una prueba de ELISA semicuantitativa. Los sueros de
los ratones 2 y 3 presentaron una absorbancia ligeramente menor a 2.0 a una dilucion de
1/6400 y el ratén 3 una absorbancia de uno a la diluciéon 1/400. Ambas diluciones fueron
mayores que la absorbancia del suero preinmune (Figura 21).
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Figura 21. Diluciones de los antisueros de ratén anti-IgE porcina. Los antisueros de los
ratones 2 y 3 (lineas roja y verde, respectivamente) fueron los que dieron una positividad, mientras
gue el ratén 1 una dilucion menor (linea azul). Suero preinmune (linea morada).

Western blot especificidad del antisuero de ratén anti-IgE de cerdo

Se realizaron inmunoelctrotransferencias (WB) para evaluar la especificidad de cada uno
de los antisueros de los ratones anti-IgE porcina. En un gel de poliacrilamida (10 %) se
migraron las inmunoglobulinas (IgA, IgM, 1gG e IgE) porcinas y se tifié con nitrato de plata
(Figura 22A). Se transfirieron otros geles espejo de policarilamida al 10 % con esas
inmunoglobulinas a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con cada uno de los
antisueros de los ratones (ratén 1, 2 y 3), donde los ratones 1 y 3 recocieron Unicamente
la banda de 70 kDa de la IgE, que corresponde a su cadena pesada (Figura 22B). El raton
namero 2 reconocié a la cadena pesada de IgA (60 kDa), la cadena pesada de IgM (70
kDa) y la cadena pesada de IgE (70 kDa).
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Figura 22. Western blot de la especificidad de los antisueros de raton anti-IgE porcina. SDS-
PAGE tefiido con plata (A) y los Western blot correspondientes a cada uno de los ratones (B). Los
ratones 1y 3 reconacieron Unicamente la banda de 70 kDa de la IgE.

Estandarizacion del ELISA anti-IgE porcina

Se realizé un andlisis de regresion lineal entre la IgE purificada y la IgE comercial (Figura
23) el cual dio un coeficiente de correlacion (R?) de 0.96, muy cercano a 1. Lo que indicé
que las absorbancias de la IgE purificada se interpolaron bien con las de la IgE comercial.
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Figura 23. Anédlisis de regresion lineal del estandar comercial vs estandar del laboratorio. Se
utilizaron concentraciones de 10 ng/mL (punto més concentrado de la curva), 5 ng/mL, 2.5 ng/mL,
1.25 ng/mL, 0.625 ng/mL, 0.312 ng/mL, 0.156 ng/mL, 0.078 ng/mL y 0.039 ng/mL.

También se evalué la linearidad de las curvas de calibracion del ELISA para IgE (Tabla 4)
donde todas tuvieron una R? superior a 0.92. El rango de densidades épticas estuvo entre
0.048 y 1.485, a un tiempo de lectura no mayor a 7 minutos. Y por ultimo se evalud el
limite de deteccion el cual fue 0.0441 ng/mL y el limite de cuantificacion 0.1469 ng/mL.

Tabla 3. Linearidad de la curva

Ensayo (curva) Rango de OD del estandar del laboratorio

1 0.088-1.354
0.050-1.198
0.048-1.311
0.148-1.288
0.071-1.052
0.151-1.299
0.195-1.293
0.117-1.485
0.054-1.202

0.146-1.412

Se evalud la concentracion optima de recubrimiento de los pozos con el extracto de polen
de Phleum pratense y se opto por utilizar la de 100 ng/pozo, ya que no hubo diferencia
significativa entre las concentraciones de 5000 ng/pozo, 2000 ng/pozo, 1000 ng/pozo, 500
ng/pozo, 200 ng/pozo y 100 ng/pozo con el suero positivo. Con esa concentracion se
utilizé6 menos reactivo; ademas, al utilizar menos reactivo para el recubrimiento, da menos
fondo (Figura 24), segun lo reportado en la literatura [62].
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Figura 24. Concentracion 6ptima de recubrimiento de los pozos con el alérgeno. Se utilizé un
suero positivo y uno negativo para evaluar la concentracion para el recubrimiento. Se emplearon
varias concentraciones del polen de Phleum pratense desde 5 pug/pozo hasta 100 ng/pozo. Cada
simbolo representa la media (+SEM) de las absorbancias (450 nm) en sueros positivos de 3 cerdos
sensibilizados con el polen de Phleum pratense, detectado por ELISA. Se usé una prueba t de
Student para detectar diferencias en los sueros. No se observé una diferencia significativa entre las
concentraciones (ns) pero si entre el suero positivo y el negativo. **** P< 0.0001.

También se evallo la precisién intraensayo e interensayo. El mayor coeficiente de
variacion para la precision intraensayo (Tabla 5) fue de 7.40 % y la literatura [85,86]
menciona que debe ser menor al 10 % y para el interensayo (Tabla 5) fue de 9.30 % y
debe ser menor al 15 % [86].

Tabla 4. Precision intraensayo

Cerdo Réplica Réplica Réplica Promedio Desviaciéon  Coeficiente
#) 1 2 3 estandar de
(ng/mL)  (ng/mL)  (ng/mL) variacion

(ng/mL)

32 8547.59 | 8016.46 | 7895.13 8153.06 347.019757 4.26%

37 4567.77 | 3946.86 | 4184.14 4232.92 313.313536 7.40%
39 1324.32 | 1427.11 | 1358.20 1369.87 52.3790779 3.82%
40 1529.89 | 1449.75 | 1408.64 1462.76 61.6649273 4.22%
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Tabla 5. Precision interensayo.

Cerdo Placa 1 Placa 2 Placa 3 Promedio Desviacion Coeficiente
#) estandar de

(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

variacion
30 2301.80 | 2310.13 | 2258.56 2290.16 27.684 1.21%
31 2914.45 | 2897.47 | 2798.16 2870.03 62.814 2.19%
36 2362.32 2274.84 | 2347.18 2328.12 46.752 2.01%
33 1402.59 1188.72 1209.90 1267.07 117.841 9.30%
35 1384.06 | 1416.08 | 1324.32 1374.82 46.572 3.39%

Por Ultimo, se evalu6 la dilucién adecuada para la muestra de suero; donde se utilizaron
dos sueros positivos y uno negativo en diluciones dobles seriadas y se observé donde
existia mayor diferencia a entre los sueros positivos y el negativo. La diluciéon que se
utilizé fue la de 1/500 para los sueros de los dias 49 y 56 del protocolo (Figura 25). Para
los sueros de los dias 0 y 14 una dilucion 1/5 y para el dia 28 una de 1/50.
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Figura 25. Dilucidon 6ptima para las muestras séricas. Se realizaron diluciones dobles seriadas
entre los sueros positivos y el negativo; donde se observé la mayor discrepancia entes las
absorbancias en la dilucion 1:500 para los dias 49 y 54 del protocolo de sensiblizacion.

ELISA IgE alérgeno - especifica

Se realizo un ELISA cuantitativo indirecto con las muestras de suero de los cerdos
sensibilizados y cerdos control (Figura 26). La respuesta de IgE alérgeno—especifica se
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detect6 a partir del dia 28 del protocolo de inmunizaciéon, dando una diferencia
significativa en entre el dia 49 y 56 del protocolo de inmunizacién, lo que sugiere que la
produccién de la inmunoglobulina E iba en aumento con una concentracion de 7 ug/mL. El
grupo control, que solamente se inmunizé con el adyuvante (hidroxido de aluminio), dio
una respuesta de IgE especifica, pero esto ocurrié después de las intradermorreacciones
de los dias 43 y 50 del protocolo de sensibilizacion.
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Figura 26. ELISA IgE alérgeno — especifica de Phleum pratense en suero. Se utilizaron las
muestras de los dias 0, 14, 28, 49 y 56 del protocolo de inmunizacion para evaluar la respuesta de
IgE especifica en el suero. Se encontré una diferencia significativa entre los dias 49 y 56 del
protocolo de inmunizacién en el grupo experimental, y entre el grupo experimental y el grupo
control. Cada simbolo representa la media (zSEM) de la concentracion de anticuerpo (ug/mL) en
suero de los 5 cerdos sensibilizados con el polen de Phleum pratense, detectado por ELISA. Se
us6 una prueba t de Student para detectar diferencias en los sueros, ** P< 0.05, **** P< 0.0001.

En las muestras de mucosas (saliva y moco nasal), no se encontrdé produccion de IgE
especifica, ya que no hubo una diferencia significativa entre el grupo experimental y el
grupo control en los dias 49 y 56 del protocolo de inmunizacién (Figuras 27 y 28).
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Figura 27. ELISA IgE alérgeno — especifica de Phleum pratense en moco nasal. No se observé
diferencia significativa (ns) entre el grupo experimental y el grupo control ni en el dia 49 ni en el 56
del protocolo de inmunizacion. Cada barra representa la media (*+SEM) de la concentracion de
anticuerpo (ug/mL) en suero de 5 cerdos sensibilizados con el polen de Phleum pratense,
cuantificado por ELISA. Se usé una prueba t de Student para detectar diferencias en los sueros.
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Figura 28. ELISA IgE alérgeno — especifica Phleum pratense en saliva. No se observé una
diferencia significativa (ns) entre el grupo experimental y el grupo control ni en el dia 49 ni en el 56
del protocolo de inmunizacion. Cada barra representa la media (+SEM) de la concentracion de
anticuerpo (pug/mL) en suero de los 5 cerdos sensibilizados con el polen Phleum pratense,
cuantificado por ELISA. Se usé una prueba t de Student para detectar diferencias en los sueros.
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Se realizo la evaluacion de 1gG e IgA alérgeno - especificas en suero; donde se observo
gue la producciébn comenzé en el dia 28 del protocolo de inmunizacion, pero la
concentracion llegdé a una meseta del dia 49 al 56. Mientras que la IgE especifica sigui6
en aumento.
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Figura 29. IgG, IgA e IgE alérgeno — especifica de Phleum pratense en suero. No hubo
diferencia significativa (ns) entre los dias 49 y 56 del protocolo de inmunizacién para IgA e I1gG
especificas. Pero existié una diferencia significativa para IgE especifica entre los dias 49 y 56 del
protocolo. Cada simbolo representa la media (xSEM) de la concentracién de anticuerpo (ug/mL) en
suero de los 5 cerdos sensibilizados con el polen de Phleum pratense, detectado por ELISA. Se
us6 una prueba t de Student para detectar diferencias en los sueros, ** P< 0.01.
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Figura 30. IgG, IgA e IgE alérgeno — especifica de Phleum pratense en moco nasal. Existio
una diferencia significativa entre el grupo control y el experimental para IgA e 1gG especificas, pero
no entre IgA e IgG experimentales. La IgE no se detectd en las muestras.a ninguno de los tiempos.
Cada simbolo representa la media (+SEM) de la concentracién de anticuerpo (ug/mL) en suero de
los 5 cerdos sensibilizados con el polen Phleum pratense, detectado por ELISA. Se usé una
prueba de ANOVA de dos factores para detectar diferencias en los sueros, * P< 0.05, *** P< 0.001.

Se evalué la produccion de IgG e IgA especificas en mucosas. Siendo la predominante
IgA tanto en moco nasal como en saliva con una concentracion promedio de 164 pg/mL
(Figura 30) para moco nasal y de 129 ug/mL para saliva (Figura 31). Mientras que la IgG
especifica en moco nasal tuvo una concentracion de 85 pg/mL (Figura 30) y en saliva 112
pg/mL (Figura 31).
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Figura 31. IgG, IgA e IgE alérgeno — especifica Phleum pratense en saliva. Existi6 una
diferencia significativa entre IgA e IgG especificas entre el grupo control y el experimental, pero no
entre IgA e 1gG experimentales. La IgE no se detect6 en las muestras.a ninguno de los tiempos.
Cada simbolo representa la media (+SEM) de la concentracién de anticuerpo (ug/mL) en suero de
los 5 cerdos sensibilizados con el polen de Phleum pratense, detectado por ELISA. Se us6 una
prueba de ANOVA de dos factores para detectar diferencias en los sueros, * P< 0.05.

66



LBA
800 %
z B
> 600
2
< *kkk
O |—|
G 4004
S —
IS
8 2004
[
o
@)
O_
'\&0 & \{\\o &
0@ O o‘@ Qo
> 0 OQ} >
\Cbv \q?" O \of’

Figura 32. IgG e IgA alérgeno—especifica de Phleum pratense en lavado broncoalveolar.
Existi6 una diferencia significativa entre el grupo control y el experimental para IgA e IgG
especificas. Cada barra representa la media (+SEM) de la concentracion de anticuerpo (pg/mL) en
suero de los 5 cerdos sensibilizados con el polen de Phleum pratense, detectado por ELISA. Se
us6 una prueba t de Student para detectar diferencias en los sueros, ** P< 0.01, **** P< 0.0001.

7.9 Comparacion de inmunorreactividad de IgE especifica entre los sueros porcinos
experimentales y de pacientes asmaticos frente a las proteinas del polen de Phleum
pratense

Por medio de Western blot fue posible identificar varias de las proteinas inmunogénicas
de Phleum pratense con los 5 sueros de cerdos sensibilizados con polen del udltimo
muestreo y 4 sueros de pacientes asmaticos en fase cronica de asma (ver anexo) en una
membrana de nitrocelulosa con las proteinas del extracto del pasto ya transferidas. Hubo
una respuesta heterogénea a las proteinas inmunogénicas de Phleum pratense en los
cerdos, al igual que en los pacientes asmaticos humanos, provenientes de un protocolo
de prevalencia multicéntrico, INER, Hospital Juarez y Centro Médico SXXI proporcionados
por el Dr. César Augusto Sandino Reyes En el caso del reconocimiento de proteinas
inmunogénicas de Phleum por parte de los sueros de los cerdos experimentales se
identificaron bandas de 27 kDa, que corresponden a la proteina 1 (Phl p1) beta-expansina
y de 55 kDa, la cual se ha reportado como la enzima berberina (Phl p 4) o
poligalacturonasa (Phl p 13). La proteina Phl p 1 fue reconocida por 4 de los 5 cerdos que
se evaluaron en este experimento (Figura 33). La identificacion de estas proteinas por
parte de IgE especifica en humanos fue reportada con anterioridad. En este experimento
fue posible observar el reconocimiento de otras proteinas inmunogénicas predominantes,
incluso en los 5 cerdos. Tres de los cuatro pacientes asmaticos humanos reconocieron la
misma proteina (Phl pl) (Figura 34). Solamente uno de los pacientes reconocio una sola
proteina del polen (Phl pl). Mientras que otros dos reconocieron también una banda de
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11 kDa (Phl p6) y una de 20 kDa (Phl p11). También hubo un reconocimiento heterogéneo
a las proteinas del polen como sucedié con los cerdos sensibilizados.
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Figura 33. Reactividad de anticuerpos IgE antigeno especificos provenientes del sueros porcinos y
pacientes asmaticos, frente a las proteinas inmunoldgicas de Phleum pratense. (A)
Inmunorreactividad de los sueros porcinos experimentales del dia 56 del protocolo de inmunizacion
frente a las proteinas del polen P. pratense. (B) Inmunorreactividad de los sueros de pacientes
asmaticos en estado cronico del asma frente a las proteinas del polen P. pratense.
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Figura 34. Proteinas del polen Phleum pratense ya reconocidas de IgE especifica en humanos. La
tabla corresponde a las proteinas ya identificadas en humanos por IgE especificas (fuente:
Allergome.com).
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Discusion

Los cerdos alcanzan la madurez sexual a los 6 meses, se reproducen durante todo el afio
y tienen de 10 a 12 lechones en una sola camada. Son lo suficientemente grandes y
robustos como para tolerar protocolos experimentales complejos que requieren multiples
intervenciones y muestras repetidas de tejido o fluidos, durante un periodo prolongado de
tiempo. Adicionalmente,,se han analizado las caracteristicas anatomicas, histolégicas y
microbioldgicas del pulmén porcino y se han descrito las similitudes entre éste y el pulmon
humano lo que lo hacen un modelo animal adecuado para la investigacion respiratoria
traslacional.

En este estudio se evalud de la produccion de inmunoglobulina E en cerdos vietnamita, en
un protocolo de sensibilizacién utilizando el extracto de polen de Phleum pratense, es
decir, se utilizé un alérgeno tipico para simular un estado agudo del asma humano con el
objetivo de desarrollar un modelo para profundizar a futuro sobre la patogénesis del asma,
cuestiones como el surgimiento de la inflamacion neutrofilica o eosinofilica, el cambio de
perfil de la respuesta de anticuerpos IgM o IgG a uno de IgE, y la cinética de
sensibilizacién de la mucosa. Ademas, para probar tratamientos nuevos contra el asma,
buscar elementos para el diagndstico temprano que permitan el control del desarrollo de
la patologia o incluso probar tratamientos para revertir (desensibilizacién) o prevenir el
problema, todas son metas altamente deseadas que podrian investigarse en un modelo
traslacional semejante en tamario, fisiologia y desarrollo al humano, como lo es el cerdo.

Para el primer objetivo de este trabajo, de purificar IgE porcina, se generd una respuesta
reaginica persistente en dos cerdos, mediante un protocolo de sensibilizacion con un
extracto proteico de Taenia hydatigena (Figura 11). La combinacién de la inmunizacién
subcutanea e intraperitoneal permitio el incremento de los niveles de IgE Ag especifica en
suero, como ya se ha reportado en la literatura [11,12].

La purificacion de IgE a partir de suero fue un reto debido a su baja concentracién. Para
lograrlo se hicieron modificaciones a la metodologia descrita en la literatura [11,12,84]. La
purificacién por precipitacion con sulfato de amonio, seguida de paso por columnas de
afinidad con anticuerpos monoclonales contra inmunoglobulinas porcinas y usando
proteina G demostré ser un método eficaz para obtener una muestra enriquecida de IgE
porcina de suero. La precipitacion con sulfato de amonio aumenté el contenido relativo de
IgE en el precipitado de gammaglobulinas, en donde los principales contaminantes eran
las inmunoglobulinas A, G y M (Figuras 15,16 y 17), lo cual ya esta reportado en otros
estudios [11,12]. La metodologia para la caracterizacion de la inmunoglobulina E porcina
también ya fue reportada [12], donde en un SDS-PAGE, se observd una banda de
aproximadamente 70 kDa en la fraccion de la IgE purificada al igual que en un ensayo de
Western blot (Figura 19). Se ha demostrado el mismo resultado de un gel de
poliacrilamida del peso nativo de la inmunoglobulina E [81,83,84].

Los resultados mostrados en la anafilaxia pasiva cutdnea indicaron que la IgE seguia
activa después del proceso de purificacion, ademas de que la reaccion fue de tipo |
(hipersensibilidad inmediata), es decir; que la respuesta fue de IgE alérgeno-especifica.
Ya que al inactivar la IgE con calor (56 °C) durante 4 horas ya no se produjo el eritema ni
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la induracién que son signos caracteristicos de una repuesta positiva anafilactica. Este
resultado se podria explicar por la formacion de polimeros de IgE biologicamente iractives
{inactivos (Figura 20A y B) [80]. Las caracteristicas fisicas en cuanto al peso de la Ig
completan y de la cadena pesada de la IgE porcina se correlacionaron bien con las
descritas para la IgE humana [11,12,80,84,100].

Aunqgue las otras inmunoglobulinas y la albimina se eliminaron con éxito, el rendimiento
que se obtuvo de IgE fue muy bajo. En consecuencia, para la produccion del antisuero de
raton anti-IgE porcina, se usaron las bandas de los geles de poliacrilamida donde se
evidencié la cadena pesada de IgE porcina, cortdndolas directamente del gel y siguiendo
el protocolo de inmunizacion reportado en la literatura [86,87]. El inmunizar con geles en
lugar de la proteina purificada tiene la ventaja de utilizar menos cantidad de proteina,
ademas de que la poliacrilamida actlla como un adyuvante durante la inmunizacion; pero
hay que destacar los inconvenientes de utilizar los geles los cuales son: que se provoca
un absceso en la mayoria de los animales a la inoculacién, ademas de que se produce
dafo renal y hepético lo que puede conducir a la muerte del animal antes de obtener
satisfactoriamente el antisuero [86].

La migracion de la cadena € porcina se determind por el peso molecular. Estos resultados
fueron consistentes con la literatura [11,12,81]. El reconocimiento de IgE porcina por el
antisuero obtenido en los ratones y el protocolo de inmunizacion coincide con lo ya
reportado [12,84,102]. Cada anticuerpo individual es capaz de unirse especificamente con
un Unico epitopo, gracias al idiotipo ubicado en la punta de la region variable del
anticuerpo. Esta especificidad permite la deteccion precisa de un antigeno objetivo, como
una proteina, a la vez que evita la deteccion de proteinas no relacionadas que no son de
interés [88]. Pero todos los anticuerpos reaccionan de forma cruzada en cierta medida
[88,89]. En cualquier situacién particular, la proporcion de la union especifica a la no
especifica al epitopo se determina por la abundancia relativa de cada uno de los reactivos
en una preparacion particular, la afinidad del anticuerpo por cada reactivo, la
concentracion de anticuerpo utilizada en el ensayo, y el método de preparacién de la
muestra [90]. Esto podria explicar por qué el ratébn 2 reconocié otros isotipos de
inmunoglobulinas (Figura 22). Ademas, es importante reconocer que un epitopo en
particular podria aparecer en mas de un antigeno proteico. Por lo tanto, un anticuerpo
podria reconocer dos o0 mas proteinas si estas proteinas son altamente homélogas y
contienen el mismo epitopo. Y que se debe reconocer que se generaran multiples
anticuerpos contra un antigeno proteico tipico y, por lo tanto, cualquiera de estos
anticuerpos podria potencialmente reaccionar de forma cruzada con otra proteina que
contiene el mismo epitopo [88,89,90]. Ademas, la inespecificidad con el raton 2 podria
explicarse de que el antigeno con el que se inmunizé no estaba bien purificado, lo
recomendable para no tener inespecificidad en un anticuerpo policlonal es la purificacion
de éste [89,90].

La inmunoglobulina E es una molécula clave en la patogénesis del asma alérgica
humana, por lo que era necesario demostrar que el modelo porcino producia esta
inmunoglobulina al ser retado con el polen de Phleum pratense. Para ello era necesario
contar con una técnica analitica capaz de detectar si se inducian niveles importantes de
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anticuerpos en suero y en mucosas. Al no existir un kit de ELISA comercial confiable para
la cuantificacién de la inmunoglobulina fue necesaria la estandarizacion del ensayo.

El indicador de precision intra e interensayo evalud la capacidad del método de dar los
mismos resultados en momentos diferentes y en condiciones distintas, ya sea de analista,
reactivos e instrumentos de acuerdo con algunos autores [91,93,96]. Los resultados de la
prueba intraensayo del ELISA cuantitativo de IgE porcina cumplieron con lo establecido,
ya que el mayor coeficiente de variacién fue 7.4 % [Tabla 4] siendo 10 % el maximo
permitido para este tipo de ensayo. En la precision interensayo fue de 9.3 % (Tabla 5),
siendo 15 % el maximo tolerable para esta prueba de acuerdo con la literatura
[93,94,95,96].

El analisis de regresion lineal entre la IgE comercial vs la IgE purificada en el laboratorio
indica la relacién entre las dos variables cuantitativas. La correlacion fue de R?= 0.96, que
indica que existe una fuerte asociacion entre las dos variables (Figura 23), y que las
absorbancias de la IgE purificada se correlacionaron casi exactamente con las de la IgE
comercial.

Para que los resultados de cualquier método analitico sean validos, es esencial que el
analito en el suero estandar y en las muestras presente un comportamiento similar [93]. Al
estudiar el indicador de linearidad se observé que todas las diluciones mostraron, una vez
corregidas con el factor de dilucion, sélo pequefias desviaciones del valor observado
(CV<10 %), que no afectaron el paralelismo con la curva estandar (Tabla 3).

Para determinar la concentracion éptima de recubrimiento de la placa con el Ag, se
evaluaron varias concentraciones de extracto de Phleum pratense. La concentracion de
recubrimiento Optima para la ELISA de IgE porcina resulté de 100 ng/pozo. Segun Ochoa
[91,96], concentraciones entre 100 ng/pozo y 5 upg/pozo de recubrimiento suelen ser
suficientes, aunque deben estimarse en cada caso (Figura 24). Elevadas concentraciones
pueden provocar una disminucion de la sensibilidad y la detectabilidad del ensayo (efecto
“‘gancho”). Este efecto gancho se da por la formacion de sobrecapas de biomoléculas
débilmente adsorbidas, que se liberan facilmente en los pasos subsiguientes, inhibiendo
los inmunorreactantes en la fase liquida. Ademas, entre menor sea la concentracion de
recubrimiento, el fondo de la prueba disminuiria [96]. Al evaluar la dilucién éptima de la
muestra, se observo que la mayor discrepancia entre los sueros positivos y el negativo fue
en 1/500 (Figura 25) [91,93,96,97].

Respecto a la determinacion cuantitativa de las inmunoglobulinas 1gG e IgA especificas
en suero y en mucosas, se obtuvieron diferencias significativas, y que correlacionaron con
lo ya reportado en otros modelos animales, en donde también se hallaron titulos altos de
estos anticuerpos [52], tras llevar a cabo un protocolo de sensibilizaciéon. Los niveles
elevados de estas inmunoglobulinas en padecimientos como el asma estan relacionados
a la capacidad que tienen para neutralizar al antigeno y evitar que lleguen a las células ya
sensibilizadas. En el caso de la IgA, que se encuentra en secreciones como el moco, evita
que el antigeno pase por el revestimiento mucosal [53], sin embargo, asi como la IgA
puede tener un papel bloqueador también se ha observado que tiene efecto antiapoptético
sobre los eosindfilos, aumentado asi su vida media, favoreciendo su desgranulacién y la
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liberacion de citocinas proinflamatorias [54], esto podria explicar por qué la IgE aparecio
en menor concentracion en relacion con esta inmunoglobulina en suero de los cerdos
sensibilizados vy el infiltrado que se encontrd en los pulmones de los cerdos inmunizados
con el polen de Phleum pratense. También hay evidencia de que los eosindfilos de
pacientes con asma atépica son mas propensos a los efectos estimulantes de la IgA, ya
gue los eosindfilos de individuos alérgicos expresan mas FcaRI [51]. En linea con esta
observacion, recientemente se informé que las citocinas IL-4 e IL-5 derivadas de T (Th2),
aumentan la unién de las moléculas antigénicas recubiertas con IgA a los eosinoéfilos [54].
Existe evidencia in vitro de que las citocinas que se han implicado en la patogénesis del
asma pueden aumentar el transporte de IgA a través del epitelio. IL-4 e IFN-y mejoran
sinérgicamente la expresién del componente secretor y la union de IgA a las células
epiteliales cultivadas [10], esto también ocurri6 en el modelo porcino, ya que se
encontraron diferencias significativas del IFN-y entre el grupo experimental y el grupo
control [27].

La IgG, en pacientes asmaticos, asi como en modelos de alergia, puede contribuir a la
regulacién de linfocitos Th2 en procesos inflamatorios relacionados con alergias, ya que
es capaz de neutralizar al antigeno antes de que este llegue a la IgE especifica, sin
embargo, también puede situarse en los receptores celulares de mastocitos dando lugar a
la desgranulacién de éstos a través de su receptor FcyRIIIB [14,61]. Al igual que la IgA,
algunos estudios han mostrado que probablemente exista una deficiencia de esta
inmunoglobulina en el asma y por lo tanto no sea capaz de bloquear por completo al
antigeno, dando lugar a todos los eventos involucrados en la patologia.

Cuando se inhala o ingiere un alérgeno particular, éste puede interactuar con su
anticuerpo citofilico asociado a mastocitos y desencadenar la liberacion de mediadores.
Estos a su vez, estimulan la inflamacién de la mucosa, las células del musculo liso, las
glandulas secretoras que producen moco y los macréfagos, que eventualmente conducen
a broncoespasmo y secreciones respiratorias excesivas, toda esta sintomatologia se
encontré y reporté en el modelo porcino de hipersensiblidad respiratoria, los cuales
presentaron sibilancias bilaterales, congestién pulmonar a la necropsia, tiraje intercostal e
incluso el broncoespasmo que condujo a la muerte a uno de los cerdos [22,23].

Aunqgue los mecanismos por los cuales la IgG contribuye a la patogénesis o la tolerancia
de las respuestas alérgicas siguen siendo controvertidos, los estudios clinicos han
demostrado que, ademas de los niveles elevados de IgE especifica para alérgenos, los
individuos alérgicos también tienen niveles elevados de IgG especifica para alérgenos, lo
gue correlaciona con los resultados obtenidos en este trabajo [Figura 29]. Se ha mostrado
que el receptor activador FcyRIIl es necesario para la induccion potente de respuestas
Th2 [35,68,95]. Ademas, se ha encontrado que FcyRIll es capaz de modular la
sefializacién de TLR en DC’s para impulsar las respuestas Th2 [52,53]. IgG1 se puede
encontrar presente en los pulmones de individuos sensibilizados y puede formar
complejos con alérgenos inhalados durante la respuesta secundaria, esta
inmunoglobulina encontrada en el modelo porcino indicaria que también se sitla, al igual
que IgE, en las celulas cebadas y al entrar en contacto con el alérgeno da lugar a la
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desgranulacion, lo cual se correlaciona con la inflamacion, dafio al pulmon y la
sensibilizacion en los cerdos frente al polen de Phleum pratense [22,23].

Estas DC’s respiratorias migratorias pueden facilitar un medio de apoyo a las respuestas
alérgicas en las vias respiratorias, proporcionando un circuito de retroalimentacion
positiva entre el desarrollo de células B que producen IgG especifica de alérgenos y la
respuesta innata de las DC’s respiratorias en los pulmones. La presencia de FcyR y
diferentes tipos de células innatas, en individuos normales versus atOpicos podria
determinar si la IgG especifica de antigeno contribuye al desarrollo de alergia o tolerancia.
Por lo tanto, para comprender a fondo la importancia de la respuesta de IgG en la alergia,
quedan preguntas como la expresion diferencial de los subtipos de IgG, las diferencias en
la afinidad de IgG y los niveles de expresion de FcyR en células innatas entre individuos
alérgicos y no alérgicos, de ahi la importancia de desarrollar modelos animales donde
analizar esos puntos [75,88,96]. Ademas, con el modelo se podria saber si en la fase
cronica de la enfermedad los niveles de IgG e IgA especifica [Figura 29] comienzan a
disminuir y hasta qué punto la concentracién de IgE especifica se estabiliza.

En cuanto a los resultados para la produccion IgE especifica contra el polen de Phleum
pratense, los niveles fueron superiores a los reportados en otros modelos para el estudio
del asma. Los otros modelos animales reportan una concentracion en suero de 1 pg/mL
mientras que el cerdo tiene una media de 7 pg/mL, e incluso es superior a los niveles
séricos en pacientes asmaticos humanos [98]En mucosas los niveles fueron
indetectables, como se ha encontrado en pacientes asmaticos humanos, los cuales, en la
fase cronica tienen una concentracion entre 10 y 20 ng/mL; por lo que la concentracion de
IgE alérgeno—especifica es indetectable y concuerda con lo reportado [108]. Solamente la
IgE especifica se detecta de forma local y cuando ocurre la exposicion al alérgeno,
después, los niveles son indetectables.

Al confirmarse la produccion IgE especifica en suero del modelo, se pueden explicar
mejor los resultados obtenidos por Salazar en 2016 [23], al igual que el infiltrado de
eosindfilos y mastocitos en las histologias de tejido pulmonar de los cerdos sensibilizados
con el polen de Phleum pratense. —Ademas, estos anticuerpos se unen a los receptores
especificos en la superficie de los mastocitos que se encuentran en mucosa y en piel. Los
alérgenos se unen a estas células efectoras, lo que da como resultado el
entrecruzamiento de los receptores [20,98]. Esta reticulaciébn y agregacion causa la
liberacion inmediata de mediadores preformados como la histamina y, poco después, la
liberacion de recién formados, como los productos del acido araquidénico (por ejemplo,
leucotrienos, prostaglandina D2) y citocinas como el factor de necrosis tumoral a (TNF- a),
IL-4 e IL-5 [84,85,98]. Este proceso de desgranulacion en los mastocitos se correlaciona
con las de las intradermorreacciones y anafilaxia pasiva cutanea positivas reportadas en
este trabajo; al igual que con otros resultados [22,23].

Los signos clinicos encontrados en los cerdos sensibilizados fueron broncoespasmos,
sibilancias bilaterales, tiraje intercostal, cianosis periférica e incluso uno de los 6 cerdos
sensibilizados tuvo un choque anafilactico mortal [22]. Los signos, al igual que en una
poblacion abierta de humanos, fueron muy variables en el modelo porcino. Estos signos
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son clasicos de una anafilaxia ocasionada por la inmunoglobulina E segun lo descrito en
la literatura [108] y que, al comprobarse en este trabajo que se produce IgE alérgeno-
especifica ante la sensibilizacion con el polen, el modelo porcino de hipersensibilidad
respiratoria replica las caracteristicas principales del asma humano.

El grupo control también produjo IgE especifica después del dia 49, después de que se
habian aplicado las intradermorreacciones (Figura 26);; esto pudo ser ocasionado por la
alta dosis (100 pg) de Phleum pratense que se administr6 que pudo ocasionar una
sensibilizacion sistémica [106]. Este resultado concuerda con los de otros autores
[104,106] que hicieron intradermorreacciones con el extracto proteico de Phleum pratense
en humanos, utilizando una dosis de 7 ng en 50 pL del solvente y en perros con una dosis
de 5 ug en 200 uL del solvente, encontrando que aumento la respuesta de tipo Th2 e IgE
y los sintomas alérgicos respiratorios empeoraron. Las inoculaciones
subcutaneas/intradérmicas con polen de gramineas se asocia con un riesgo de
reacciones alérgicas sistémicas y, por lo tanto, las inyecciones requieren la supervision de
un especialista [99,102,105]. En otro estudio [101,102] se planted la posibilidad de que la
exposicion intracutdnea a aeroalérgenos, por ejemploejemplo, en pacientes con dermatitis
atopica con funcion de barrera de la piel alterada, puede tener potencial para promover o
exacerbar la enfermedad alérgica respiratoria. Este vinculo se ha planteado como la base
de la llamada "marcha atopica", desde la dermatitis atépica hasta el desarrollo posterior
de alergias respiratorias. Una diferencia inmunolégica potencialmente importante en las
inoculaciones con alérgenos epicutaneos e intradérmicos esta en los tipos de las APCs,
particularmente las poblaciones de DC’s, que pueden ser encontradas por los alérgenos
[101]. Se ha reportado [101,102,103,107] que, al colocar tres dosis intradérmicas del
acaro del polvo, los pacientes crearon una sensibilizacion ocasionando linfagitis. En la
epidermis predominan las células de Langerhans, aunque las pruebas de parches de
atopia también inducen la infiltracion por células epidérmicas dendriticas inflamatorias,
mientras que en la dermis se han identificado 3 subtipos principales de DC’s y esto
explicaria el por qué hay el reconocimiento y presentacion del alérgeno en los cerdos del
grupo control [101].

En diversos estudios se han identificado varias proteinas inmunogénicas de Phleum
pratense que reaccionan con la IgE antigeno-especifica de suero de pacientes con asma
o alergia (Figuras 35y 36). En nuestro estudio se comparé la inmunorreactividad de la
IgE proveniente de suero de los cerdos sensibilizados y de pacientes asmaticos humanos,
contra proteinas de este pasto, donde la IgE porcina reconocié varias proteinas ya
identificadas por IgE especifica en humanos,.

El reconocimiento fue heterogéneo entre los pacientes asméticos y los cerdos, pero en
ambos la proteina mas reconocida fue la beta-expansina (Phl pl), que es la mas
reconocida por pacientes asmaticos humanos [109]. En el polen de gramineas, los
alérgenos principales (alérgenos del grupo 1, principales agentes causantes de la fiebre
del heno y del asma estacional) estan relacionados estructuralmente con un subgrupo de
las B-expansinas [110]. Las expansinas comparten un modulo de union a carbohidratos
(CBM), que podria ser responsable de la union al anticuerpo IgE. El dominio de expansina
Il es el causante de los efectos alergénicos [92]. Con estos resultados se dedujo que la

74



poblacion de pacientes asméticos y la de cerdos experimentales reconocieron los
antigenos de los grupos de alta prevalencia (Grupos 1, 2, 3, 4 y 5) y también de los
grupos con alta antigenicidad para IgE especifica (Grupos 1 y 5). Esto concuerda con lo
reportado ya en humanos [112,113], lo que indicaria que el modelo porcino es adecuado
para estudiar la sensibilizacion y reconocimiento de las proteinas del polen de Phleum
pratense para la patologia del asma. Sin embargo, también se encontraron algunas
diferencias en el reconocimiento de proteinas entre los sueros porcinos y de pacientes
asmaticos, donde, el patrén de reconocimiento fue mayor por los sueros de los cerdos
que por los pacientes asmaticos, esto puede deberse a que los cerdos se sensibilizaron
mas, ya que es una sensibilizacion inducida con el polen y en el caso se los humanos es
una sensibilizacién natural. Esto podria ser una limitante en cuanto al modelo para el
estudio del asma humano. Ademas de que el modelo animal parecia estar en un estado
agudo de la enfermedad, mientras que los pacientes asmaticos estaban en un estado
cronico, lo que podria afectar el patron de reconocimiento de las proteinas del extracto.

En resumen, en el modelo porcino de hipersensibilidad respiratoria hubo una
sensibilizacién al polen de Phleum pratense, que incremento la respuesta sérica pero no
la mucosal de IgE alérgeno especifica. Con este modelo podria evaluarse la cinética de
aparicion de los distintos isotipos de anticuerpos anti-alérgeno, permitiendo analizar las
fases de sensibilizacibn aguda y crénica del padecimiento, asi como el patron de
respuesta a los diferentes componentes de los alérgenos, reconociendo los antigenos
inmunodominantes, de reaccién aguda y de efecto crénico. Estos datos permitirian
estudiar la produccién de anticuerpos bloqueadores y la deteccion de puntos clave de la
patologia, donde podria ser posible el diagndstico temprano, y el disefio de tratamientos
terapéuticos (desensibilizacién) e incluso profilacticos (vacunas) [113]. Por lo anterior, se
cumplié con los objetivos de esta investigacion.
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Conclusiones

1. Se consiguié purificar IgE sérica porcina.

2. Se logré producir antisuero de ratdn anti-lgE de cerdo para montar la prueba de ELISA
cuantitativa.

3. Se valid6 una prueba de ELISA cuantitativa para la deteccion de IgE porcina alérgeno
especifico.

4. Se evalud la produccion de anticuerpos alérgeno-especificos, inducidos por el protocolo
de sensibilizacion respiratoria de Phleum pratense en el modelo porcino.

5. Existi6 una produccion IgA e IgG alérgeno-especifica contra el polen de Phleum
pratense en suero y en mucosas, lo que confirmd la eficacia del protocolo de
sensibilizacion. Ademas de que la aparicion en suero de estas dos inmunoglobulinas
comenzo en el dia 28 del protocolo de inmunizacion en los cerdos experimentales.

6. Hubo una produccion de IgE alérgeno-especifica contra el polen de Phleum pratense
en suero y su aparicion comenz6 hasta el dia 49 del protocolo de inmunizacion, lo que
constata la eficiencia del protocolo y en las mucosas no se observé dicha producciéon de
IgE especifica.

7. El protocolo de inmunizacién con el polen de Phleum pratense, empleado en este
trabajo, es representativo de una fase aguda de la enfermedad en el modelo porcino, ya
que apenas comienza la produccion de IgE especifica y continua en aumento, pero se
debera analizar si esa produccién continla en aumento o se estabiliza en fases
posteriores del modelo.

8. Se compard la reactividad de los anticuerpos IgE especificos porcinos y de asmaticos
humanos contra las proteinas del polen de Phleum pratense, evidenciandose una
inmunorreactividad heterogénea en ambos casos. Cuatro de los cinco cerdos
sensibilizados con el polen de Phleum pratense reconocieron a la proteina Php p1, como
sucede con los pacientes asmaticos humanos. Pero se necesitan estudios en una
poblacién mas grande para confirmar estos resultados.

9. El modelo porcino de hipersensibilidad respiratoria podria ser empleado como
traslacional para un estado agudo de la patologia asmatica.

10. La limitante para seguir evaluando la respuesta alérgica es la disponibilidad de
inmunoglobulina E purificada y de un antisuero o anticuerpo monoclonal anti-lgE porcina.

11. Para estudiar la enfermedad en un estado crénico se necesita implementar un
protocolo de evaluacion mas prolongado.
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Perspectivas

Para poder explicar algunas de las hipoétesis existentes en el asma humano, con el
modelo porcino, se necesita un protocolo de sensibilizacibn mas largo para establecer un
estado cronico de la enfermedad.

Optimizar una metodologia mas corta y rapida para la obtencién de IgE porcina mediante
la elaboracion de una columna de afinidad de anti-IgE con antisueros especificos o
anticuerpos monoclonales.

Resulta necesaria la elaboracion de un anticuerpo monoclonal de anti-IgE porcino para
poder facilitar las pruebas de laboratorio.

Se requiere profundizar en el analisis histol6gico de células productoras de anticuerpos y
células encargadas de la remodelacion del tejido pulmonar (mastocitos, neutréfilos y
caliciforme).

Evaluar la cinética de reconocimiento a las proteinas del polen de Phleum pratense en los
cerdos experimentales de los dias 0,7,14,28 y 49 del protocolo de sensibilizacion.

Con este modelo se podréa investigar el desarrollo de la patologia desde sus fases mas
tempranas, analizando aspectos como:

a. Manejo del alérgeno por los 6rganos linfoides y APCs.

b. Desarrollo de la respuesta humoral (IgM, IgG, IgA, IgE) y anamnésica.
c. Papel de las citocinas locales y sistémicas.

d. Papel bloqueador de los anticuerpos.

e. Perfil de reconocimiento de proteinas alergénicas en las fases prealérgica, alérgica
aguda y alérgica crénica.

f. Evaluacion de parametros de diagnéstico temprano de la patologia en la fase
asintomatica.

g. Tratamientos terapéuticos para la fase preclinica, aguda y crénica de la
enfermedad.

h. Evaluacion de procedimientos desensibilizantes.

i. Desarrollo de terapias profilacticas (vacunas).
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Anexo
Preparacion de columnas de afinidad por acoplamiento de anticuerpos a sefarosa
con bromuro de cianégeno

Lo primero que se realizé para la elaboracion de las columnas de afinidad anti-IgA y anti-
IgM fue el acoplamiento de anticuerpos monoclonales (clona F9 y clona 5C9
respectivamente) a sefarosa activada con bromuro de ciandgeno (CNBr-Activated
Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare, Alemania). Para la preparacién de anticuerpo y
resina, se concentré el anticuerpo a 1-2 mg/mL Se determiné la cantidad de resina
necesaria, aproximadamente 2 mg de anticuerpo se acoplaron a 1 mL de resina
hidratada. Se peso 0.25 g de resina seca por cada 1 mL de resina hidratada necesaria. Se
afiadié 5 mL de buffer de activacion (HCI, 1 mM) frio a la resina y se incub6 en agitacion.
Después de hidratar la resina, se centrifugd a 1000 x g durante 5 min, y se decantd el
sobrenadante. Se agregaron los anticuerpos (IgA e IgM) a sus resinas respectivas y se
incubaron durante la noche en agitacion a 4 °C

Para detener la reaccion de acoplamiento, se centrifugé la resina a 1000 x g durante 5
minutos. Se elimind el sobrenadante y se guardd. Se midi6 la densidad Optica del
sobrenadante a 280 nm. Se agregaron 5 mL de buffer de acoplamiento (NaHCO3, pH 8.3,
NaCl con una concentracion final de 100 mM) a la resina. Se incubé en agitacion durante
30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé la resina a 1000 x g durante 5 minutos
y se decantd el sobrenadante. Se agregaron de 5 a 10 mL de buffer de quenching (1M
Tris-HCI, pH 8.0 para una concentracion final de 100 mM). Se incubé en agitacion durante
2 a 3 horas a temperatura ambiente. Por ultimo, se centrifugé la resina a 1000 x g durante
5 minutos y se decanté el sobrenadante. La eficiencia de acoplamiento se calcul6
dividiendo la cantidad total de anticuerpo en el sobrenadante por la cantidad total de
anticuerpo cargado en la columna. Las eficiencias de acoplamiento estuvieron en el rango
del 70%.

Por ultimo, se hizo el lavado de la resina. Se resuspendié la resina en 10 mL con el buffer
de lavado de pH alto (Tris—HCI, pH 8.0 con una concentracién final de 100 mM y NaCl con
una concentracién 500 mM). Se centrifugé la resina a 1000 x g durante 5 minutos y se
decant6 el sobrenadante. Se resuspendi6 la resina con 10 mL de buffer de lavado de pH
bajo (NaOAc, pH 4.0 con una concentracién final de 100 mM y NaCl 500 mM). Se
centrifugd la resina a 1000 x g durante 5 minutos y se decanto el sobrenadante, se repitid
el mismo procedimiento dos veces mas. Se resuspendid la resina en 5 mL de buffer de
almacenamiento (PBS, pH 7.4). Se centrifugd la resina a 1000 x g durante 5 minutos y se
decant6 el sobrenadante. Se empacaron las columnas columnas de vidrio (Econo-
Column® Chromatography Columns, 1.5 x 10 cm #7371512) de 10 mL Por ultimo, se
agregaron 5 mL del buffer de almacenamiento (PBS y azida al 2%) y se almaceno la
resina a 4 °C.
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Tincién con nitrato de plata

Una vez que termind la migracién del gel de poliacrilamida, este se retir6 de los vidrios y
con ayuda de la espatula se colocd en un recipiente de cristal limpio, al cual se afiadié
200 mL de solucién de metanol 50 % y acido acético 5 % durante 20 minutos en agitacion.
Después de realizaron 3 lavados con agua bidestilada. Se agregaron 200 mL de solucion
de etanol al 10 % y acido acético al 5 % durante 10 minutos en agitacion. Se retird esta
solucién y se agregaron 200 mL de solucion de dicromato de potasio (0.1 %), acido nitrico
(0.01 %), durante 10 minutos en agitacién. Se realizaron 2 lavados con agua bidestilada
de 1 minuto cada uno en agitacion. Después el gel se coloc6 en solucién de nitrato de
plata al 0.1 % durante 30 minutos, en oscuridad y en agitacién. Se realizaron 2 lavados
con agua bidestilada de 1 minuto cada uno en agitacion. Por dltimo la reacciéon se
desarroll6 sumergiendo el gel en una solucion de carbonato de sodio (8 % Na2CO3 y 0.05
% de formaldehido) que permitié la reduccion de la plata. El primer lavado con la solucién
de carbonato se removio rapidamente para evitar la precipitacion por el exceso de plata.
El gel y los continuos lavados se observaron cuidadosamente y se detuvo la reaccion
hasta que se evidenciaron las bandas de interés. La reaccion se detuvo al ser retirado el
carbonato y se sumergio el gel en una solucién de acido acético al 5 %.
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Tabla 6. Datos de los pacientes asmaticos

Nomenclatura Sexo Edad Estado de la Procedencia

enfermedad

C18 Masculino 22 No teniaasma  ENMyH del IPN
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C25
T14
E28
SPI17

Masculino
Femenino
Masculino

Femenino

44
38
19
34

Asma croénico
Asma crénico
Asma crénico

Asma croénico

INER
INER
Centro Médico SXXI

Centro Médico SXXI
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