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Resumen

Se aislaron y caracterizaron péptidos del polen de la
graminea Lolium perenne por métodos fisicoquimicos,
se estudiaron sus propiedades bioquimicas e inmunolé-
gicas, tanto en el conejo como en humanos atdpicos que
sufrian de rinoconjuntivitis estacional producida por di-
cho polen, y se presentan los hallazgos inmunoserolégi-
cos luego de 3 arios de inmunoterapia especifica con los
péptidos 33 y 38 obtenidos, que resultaron ser los mas
significativos en la composicion fisicoquimica del polen.

Palabras claves. Polinosis, graminea Lolium perenne,
péptidos 33 y 38, inmunoterapia, anticuerpos especifi-
cos IgG.

Summary

Peptides isolated from the Lolium perenne pollen were
submitted to several chemical and immunological pro-
cedures to establish their antigenicity. Immunotherapy
with peptides 33 and 38 showed high potency to develop
specific IgG blocking antibodies which correlated with
statistical clinical improvement.

Key words. Pollinic rhinoconjunctivitis, Lolium perenne,
peptides 33 and 38, immunotherapy, specific IgG bloc-
king antibodies.

Introduccion

Entre las enfermedades atdpicas provocadas por
alérgenos inhalatorios, la polinosis aparece histo-
rica y clinicamente como un paradigma.?®838296.104
Desde Dioscoérides y Plinio (siglo I AC) se sostuvo
que los platanos ejercian algun dafo sobre sus con-
géneres. En Historiarum mundi y Discorsi nelli sei libri
de Dioscoride, (1562 y 1568) se leen descripciones de
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ambos naturalistas. Durante 15 siglos se acept6 la
existencia de la “fiebre de la rosa”. En 1565 Leo-
nardo Botallo (Botallus, ¢ 1519-1587) cirujano de
Pavia, document6 los males originados por el aro-
ma de la rosa, consistentes en cefalea, estornudos,
comezon y rinohidrorrea (Commentarioli duo alter
de medici, alter de aegroti munere. Lyon, p. 25, 1565).
En 1607, el flamenco van Helmont cité el caso de
un asma estacional de verano, destacando misma
enfermedad en otros familiares del paciente (Opera
Omnii. Nov. Francofurti, p. 346, 1607). Para enton-
ces, 11 casos de “fiebre de la rosa” se habian des-
cripto. Konrad V Schneider sefial6 que el catarro
nasal era una exudacién de la mucosa, y no una
secrecion del cerebro (De catarrhosorum et de specie-
bus catarrhorum. Libri V, Wittebergae, 1662). En el
siglo XVII, se documentaron catarros estacionales
por el perfume de las rosas, segun Joannes Nicolaus
Benningerus (Observationes et Curationum Medicua-
rium. Centuriae V, Montisbeligard, 1673), Valeriano
(1678), Samuel Ledelius (Odor rosarum visui nocivus
miscellanea curiosa. Decuriniae II, Norimbergae,
1684 y 1691) y Hunerwolff (1686). Jacob Constant
de Rebecque (1645-1732), médico suizo que lo su-
fria, observo, en 1691, que el aroma de las rosas no
era su verdadera causa, y afirmé: “creo mds bien
que las rosas emiten algo que irrita mi nariz sen-
sible y, por la accién incesante, pero no advertida,
de aguijones, provoca una secrecién del color del
agua” (Observationes rarissimae et curationes insignes.
Atrium medicinae Helvetiorum, Obs. 92, p. 150, de
Tournes, Genf 1691). Viet Riedlin (1656-1724), médi-
co alemdn, hizo 2 aportes relacionados con el tema
(Linearum Medicarum anni Augustae Vindelicorum.
1695 y Ites medicum. Augsburg, p. 25, 1702). Duran-
te el siglo XVIII dominaron las descripciones casuis-
ticas de esta “curiosa enfermedad”. El primer traba-
jo de Bostock en 1819 (Case of a periodical affection
of the eyes and chest. Medico-Chirurgical Transactions,
London, 10, p. 161, 1819), inicié la etapa cientifica
de la polinosis. John Bostock (1773-1846), médico
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londinense, catedratico de las universidades de Li-
verpool y de Londres, fue un polinico de mas de
30 afios y llegé a describir con sutileza su padecer
diferenciando los sintomas de una nueva enferme-
dad a la que llamé “catarro nasal periédico” o “ca-
tarrhus aestivus” (catarro estival de Bostock). Nueve
afios mas tarde, refirié 28 casos de esta nueva en-
fermedad (Of the catarrhus aestivus or summer catarrh.
Med. Chir. Transact., 14, p. 437, 1828), y le dio el
nombre definitivo de “hay fever” o “fiebre del heno”
y sugiri6é que la enfermedad se dividia en 4 varie-
dades, segun fuera la nariz, los ojos, las fauces o los
pulmones; el 6rgano mas afectado. Culpé al efluvio
del heno, al calor y a la accién de los rayos sola-
res; aunque en realidad no eran ésas las causas. En
1828, John Mac Culloch sostuvo que la fiebre del
heno era producida por los invernaderos y los cam-
pos de heno (Essay on the Remittent and Intermittent
Diseases. London, 1, p. 394, 1828). W Gordon, en
1829, opind que el asma no era por el heno, sino por
la floracién de la graminea Anthoxanthum odoratum
(grama de olor). Propuso la denominacién “grass
asthma” (asma de hierbas o de gramineas) como
mas apropiada (Observations on the Nature, Cause
and Treatment of Hay Asthma. London Med. Gaz., 4,
p. 266, 1829). En 1831, John Elliotson (1791-1868),
insinud el papel del polen (Hay Fever. Lancet, II, p.
370, 1831. Catarrhus aestivus or hay fever. Lond. Med.
Gaz., 12, p. 164, 1833). En EE.UU., GB Word descri-
bié la bronquitis de cada afio en agosto (Practice of
Medicine. Philadelphia, p. 753, 1849). Pero Swell fue
el primero, segin Koessler, que describié 2 tipos de
fiebre del heno: la estival y la otofial (Diseases of
the Chest. New York, 1852). Luego, Phillipp Phoebus
(1804-1880), en Alemania, (Der typische Fiihsom-
merkatarrh oder das sogenannte Heufieber, Heuasthma.
Rieker-Giessen, 1862) culpé a factores meteorol6gi-
cos y al ozono. El neurdlogo George Miller Beard
(1839-1883), en EE.UU., publicé sus resultados (Hay
Fever or Summer Catarrah: Its Nature and Treatment.
Harper, New York, 1876) y formul6 la “teoria neu-
rética”. La escuela de Paris consideré a la “diatesis
artritica” y otros a un origen microbiano como Her-
mann von Helmholz (1821-1894), que apoyd Karl
Binz (1832-1912), (Virchow's Arch, 46, 101, 1869). Fue
el escocés Charles Harrison Blackley (1820-1900),
quien sufri6 esta enfermedad y recusé todas las
teorias enunciadas y determiné que el polen era
la verdadera causa (Experimental Baillere, Tindall &
Cox, London, 1873). En 1872, Morril Wyman, pro-
fesor de Harvard, demostré que los pdlenes de la
Ambrosia y de la Artemisa eran la causa de la va-
riedad otonal de la fiebre del heno, que documenté
en su libro Autumnal Catarrh (Hay Fever) (New York,
Ed. Hurd & Houghton, 1872). Esta “teoria del polen”
fue objeto, durante los 30 anos siguientes, de una
controversia encarnizada. Finalmente, fue William

Philipps Dunbar (1863-1922), con su monografia
en 1903 (Zur Ursache und Spezifischen Heilung des
Heufiebers. Oldenbourg, Munich, 1903), junto con
Carl Prausnitz, ambos polinicos, quienes con nu-
merosas experiencias ratificaron los hallazgos de
Blackley. En 1911, L Noon y | Freeman, por un lado,
y Karl Koesler, por el otro, iniciaron tratamientos
con extractos acuosos de polen mediante inyeccio-
nes subcutdneas.”* Fue Warren T Vaughan quien
acung el término “polinosis” para indicar aquellas
afecciones alérgicas en las que el polen es el agente
sensibilizante y desencadenante de la crisis.'®* En
el siglo XX, autores como P Johnson, DG Marsh, R
Patterson, AA Ansari, P Shenbagamurthi, LR Frei-
dhoff, GA Stewart, K] Turner, GP Cottam, AK Ekra-
moddoullah, entre otros, han estudiado con énfasis
este tema'3-5,11,28,29,31,33,37,38,47,53,54,68,93,96,102,103 Autores
argentinos, como MR Castex, G Ruiz Moreno, LG
Bouzat, A Barbard, RH Molfino, MA Solari, JA Boz-
zola, LR Parodi, |V Monticelli, L Bentolila, L Gisca-
fré, JF Dumm y EJ] Romero, se dedicaron a la des-
cripciodn, clasificacién y estudio de la distribucion
geografica de la flora alergdégena polinica del pais
desde 1933.20,26,43,64,65,70-72,82-86,89

Materiales y métodos

1. Antigeno: El polen de Lolium perenne (Lp) es
granuloso, esférico, psilado (superficie lisa), mo-
noporado y con un opérculo prominente (Figura
1). Tiene entre 28 y 33 p y poliniza, con picos
durante octubre y noviembre. Una hectdrea de
Lp produce 100 kg de polen por dia.

Figura 1. Fotomicrografia por inmersioén de polen Lp, x
1.000. Se observa su opérculo prominente.
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El extracto de Lp se prepar6 en nuestro laboratorio con materia prima provista
por Hollister-Stier (Spokane, EE.UU.), lote N° 801.554, empleando los métodos de
Frugoni-Hansen-Cruciani. Se extrajo en buffer salino fosfato (PBS) por agitacion a
4°C, dializd en PBS y se esteriliz6 con filtros Millipore de 0,22 p. *° Su concentracion
fue de 12 mg/ml.
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2.Animales de experimentacion: Se utilizaron co-
nejos albinos adultos que fueron inmunizados
con el extracto de Lp mediante la inyeccion se-
manal de habones intradérmicos de 0,20 ml, en
el dorso rasurado, de una emulsién compuesta
por 0,5 ml de Lp mas 0,5 ml de adyuvante de
Freund completo durante 2 meses y medio. Diez
dias después de la ultima inyeccién fueron san-
grados “a blanco” por puncién cardiaca y los
sueros obtenidos se conservaron a -20° C.

3.Pacientes: Se estudiaron 30 pacientes ambu-
latorios, 13 varones y 17 mujeres, con edades
comprendidas entre los 18 y 73 anos, residen-
tes en la CABA y el Gran Buenos Aires, que
reunieron los siguientes criterios de inclusion: 1)
tener mas de 18 afios de edad y pertenecer a
cualquier sexo o raza; 2) tener por lo menos
2 anos de antecedentes de sintomas de aler-
gia durante la primavera; 3) tener una prueba
cutdnea positiva con Lp y una IgE sérica to-
tal (> 120 KU/L); 4) tener antecedentes here-
dofamiliares de atopia, virgenes de estudio y
de inmunoterapia (IT) especifica; y 5) otorgar
el consentimiento informado por escrito para
los requerimientos del estudio. Fueron criterios
de exclusion aquellos pacientes que estaban
recibiendo antihistaminicos, corticosteroides,
inmunodepresores e IT especifica con alérge-
nos. Se incorporaron 25 pacientes en calidad
de grupo control mediante una seleccién entre
los internados del Departamento de Medicina
Interna que no tenian antecedentes familiares
ni personales de enfermedad alérgica; no es-
taban bajo tratamiento con antihistaminicos,
corticoides ni inmunodepresores; poseian una
IgE sérica total < 50 KU/L y no presentaban
reactividad cutanea al Lp.

3.Cromatografia con Sephadex G-50: El extracto
de Lp fue pasado por una columna de 480 mm
por 10 mm. Se procesaron 1,5 ml de Lp y se ob-
tuvieron alicuotas de 1,5 ml en los eluidos. Sus
proteinas se determinaron a 280 nm de DO en
un espectrofotémetro Metrolab. Las hexosas se
determinaron por el método del Indol y se leye-
ron a 470 nm de DO.?23°

4.Cromatografia con DEAE-celulosa: Dos milili-
tros del extracto de Lp fueron pasados por una
columna de 380 mm por 25 mm a lo largo de
400 tubos. La elucién se hizo con cambios de la
molaridad (de 0,01 M a 0,5 M) y del pH (de 8 a 6)
del buffer-fosfato. Las proteinas y hexosas fueron
determinadas, con igual procedimiento.3%%?

5.Determinacién cuantitativa de proteinas y de
hexosas: Los métodos de Bradford y del Indol se
aplicaron a las fracciones solubles de Lp.?"¢3

6.Pesos moleculares: El extracto de Lp, en una

concentracion de 12 mg/ml, fue sometido a una
columna de Sephadex G-50y las alicuotas obte-
nidas se compararon con marcadores proteicos
estandardizados (Sigma Chemical Co.).*!

7. Técnicas inmunoldgicas: El extracto de Lp y sus

fracciones fueron testificados contra el suero an-
ti-Lp de conejo por los métodos de Ouchterlony,
de Boyden y de la inmunoelectroforesis (IEF)
convencional para valorar su antigenicidad en
los animales y las propiedades de los anticuer-
pos obtenidos. Idénticos procedimientos se apli-
caron a los sueros humanos de ambos grupos de
pacientes.19.66.74

8.SDS-PAGE vy Electroforesis Bi-dimensional: Para

estas técnicas se preparé un extracto seco si-
guiendo el método de Raftery, con 400 mg de
polen seco en 4 ml de solucién salina (0,85% p/v
NaOH, pH 7,5).5078

8.1 Electroforesis en una dimension: El extracto
preparado se sometié a una electroforesis en
gel de 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Se sembraron 10 mcl que luego de la corrida
se visualizo con el colorante azul de Cooma-
sie R-250.

8.2 Electroforesis en 2 dimensiones: El extracto
de Lp fue concentrado y desalado y disuelto
en un volumen igual de buffer de siembra.
Se realiz6 en un Mini-Protean 2-D Cell y
Mini-Protean II Tube Module (Bio-Rad Labo-
ratories, EE.UU.). Para realizar la corrida de
la segunda dimensidn, los geles se colocaron
perpendicularmente en el extremo superior
de un gel 15% de acrilamida SDS-PAGE con-
vencional y sometidos a electroforesis.>*¢%¢7

.Inmunotransferencia: Las proteinas obtenidas

por SDS-PAGE se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, segun lo descripto
por Towbin. Luego se incubaron con una dilu-
cién 1/100 del suero de conejo anti-Lp, por un
lado, y con una dilucién 1/10 del pool de sueros
de pacientes hipersensibles a Lp por el otro, de-
jandose toda la noche a 4° C.62% Las primeras
se incubaron con una IgG de cabra anti-conejo
(1/2000) absorbida con fosfatasa alcalina du-
rante 90 minutos a temperatura ambiente,
mientras que las segundas se incubaron con
una anti-IgE humana hecha en cabra (1/1000)
durante el mismo tiempo y condiciones, pero
absorbida a la peroxidasa. Se usaron como con-
troles negativos sueros de pacientes no atépicos
y de conejos normales. El revelado del color se
realizé con 4-cloro-1-naphtol y peréxido de hi-
drégeno en una solucién PBS/metanol.
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10. Métodos radioinmunoldgicos: A cada paciente
se le extrajeron 20 ml de sangre venosa, antes
y 3 anos después de IT con Lp, para determinar
los valores de la IgE sérica total por el método
del PRIST y de las IgE e IgG séricas monoespe-
cificas por el método del RAST. La IgE total y la
IgG anti-Lp fueron expresadas en KU/L, mien-
tras que la IgE anti-Lp y anti-fracciones lo fue
en Phadebas-RAST-Units (PRU/ml) de acuerdo a
su fabricante (Pharmacia, Fine Chemicals, Uppsa-
la, Suecia). El RAST anti-Lp y anti-fracciones de
Lp fue preparado mediante la unién covalente
-a pH 11- de discos de celulosa (Whatman N¢
1) con bromuro de ciandégeno y los respectivos
antl’genos.1'6'24'29'44'51'55'81

11. Pruebas cutdneas: E1 Lp (1/100) y sus 14 fraccio-
nes fueron esterilizados a través de filtros Mi-
llipore de 0,22 n. Cada paciente recibid, en la
cara externa del brazo previamente higieniza-
do, un total de 19 inyecciones intradérmicas de
0,02 ml cada una, con los controles de soluciéon
fisiolégica estéril, histamina (1/1000 = 10 y/ml)
y buffer fosfato (pH 7). Se ley6 a los 20 minutos
cuando el control positivo de histamina alcan-
z6 su mdaximo tamano de eritema-papula, y se

realizaron por el mismo profesional en horas de
la mafiana.?7°# Todo el material utilizado fue
descartable.

Resultados

1. Cromatografia de Lp por Sephadex G-50: Se
obtuvieron 3 picos proteicos en los tubos N¢
13, 28 y 33; y 3 picos de hexosas en los tubos
Ne¢ 2,8y 16.

2. Cromatografia de Lp por DEAE-celulosa: Se lo-
graron 4 picos proteicos en los tubos N¢ 25, 38,
55y 359; y 7 picos de hexosas en los tubos N2 30,
56, 93, 192, 215, 281 y 360. (Figuras 2y 3).

3.1 Determinaciéon cuantitativa de proteinas:
Mientras Lp poseia 12.000 mcg/ml, las frac-
ciones 33 y 38, exhibian 2.500 y 4.500 mcg/
ml, respectivamente, siendo pequenas las
cantidades de las otras fracciones.

3.2 Determinacion cuantitativa de hexosas: Las
fracciones 16 de Sephadex y 192 de DEAE
celulosa revelaron los mas altos conteni-
dos (120 mg% y 150 mg% respectivamente)
mientras que las demads fracciones exhibie-
ron menor cantidad de hexosas.

Figura 2. Cromatografia de Lp por una columna de DEAE-celulosa. Se observan 4 picos
proteicos, en los tubos 25, 38, 55 y 359, por absorbancia a 280 nm de DO. Se indican los
cambios de la molaridad y del pH del buffer de fosfato.
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Figura 3. Cromatografia de Lp por una columna de DEAE-celulosa. Se observan 7 picos de hexosas en los tu-
bos 30, 56, 93, 192, 215, 281 y 360; por absorbancia a 470 nm de DO. Se indican los cambios de la molaridad

y del pH del buffer de fosfato.
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4. Pesos moleculares: Se registraron los 6 picos de
los marcadores proteicos. Luego de las inmuno-
difusiones entre el sistema Albumina Sérica Bo-
vina/anti-Albumina Sérica Bovina, y el sistema

anti-Lolium perenne de conejo/fracciones 13, 28
y 33; los valores extrapolados fueron de 68 kDa
(tubo 13), 25,5 kDa (tubo 28) y 18 kDa (tubo 33)
(Figura 4).

Figura 4. Representacion semilogaritmica de los pesos moleculares de los marcadores proteicos y de las pro-
teinas obtenidas por Sephadex con Lp. En ordenadas y en abscisas se observan los pesos moleculares y los

voltimenes de elucion sobre el volumen muerto.

PM
:gls 1) albimina s. bovina  (66.000)
. 2) albimina de huevo  (45.000)
- 3) pepsina (34.700)
- 4) tripsindgeno (24.000)
T 5) b-lactoglobulina (18.400)
- 6) lisozima (14.300)
- a) LP-proteina T.13 (68.000)
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N ¢) LP-proteina T.33 (18.400)
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5. Técnicas inmunoldgicas: El Ouchterlony revelo

varias bandas de precipitaciéon entre el anti-Lp
de conejo con el Lp, la fraccién 38 y las fraccio-
nes 33 y 55. Resultados negativos se obtuvieron
con los sueros humanos. El Boyden fue positivo
con el anti-Lp de conejo (1/256) y el Lp, siendo
negativo con los sueros humanos. La inmu-
noelectroforesis produjo varias bandas de preci-
pitacién para el Lp contra el suero de conejo, no
asi los sueros humanos. La electroforesis uni-di-
mensional de SDS-PAGE al 15% mostré bandas
proteicas entre los 19 y 97 kDa. La electroforesis
bi-dimensional mostré 5 manchas o spots con di-
ferentes pesos moleculares (48,6 kDa, 31,5 kDa y
21,8 kDa). Podrian existir isoformas de la misma
proteina con un pl entre 9 y 10. La inmunotrans-
ferencia del suero de conejo anti-Lp revelado con
una anti-IgG de cabra detecté la presencia de
bandas inmunorreactivas entre los 28 y 97 kDa;
las mds importantes se situaron entre los 37 y
40 kDa y entre los 45 y 60 kDa; otras, de menor
significacién, lo hicieron entre los 90 y 95 kDa.
Con los sueros humanos revelados con una anti-
IgE de cabra se vieron bandas inmunorreactivas
entre los 29 y 97 kDa; las mas significativas entre
los 37 y 40 kDa y entre los 45 y 60 kDa; otras, de
menor significacidn, se situaron entre los 90y 95
kDa (Figuras 5, 6 y 7).

Figura 5. Electroforesis uni-dimensional
(SDS-PAGE). Se observan bandas entre los 19 y
97 kDa; (MPM) son marcadores de pesos mo-
leculares.
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Figura 6. Electroforesis bi-dimensional. Se observan 5 manchas o spots (flechas) con puntos isoeléctricos (pI)
entre 3y 9 6 10; sus pesos moleculares se ubicaron entre los 48,6 y 21,8 kDa.
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Figura 7. Inmunotransferencia de suero
humano anti-Lp. Se observan bandas ubi-
cadas entre los 37 y 40 kDa y los 45 y 60
kDa de peso molecular.

kDa

97

60

45

37

29

6. Métodos radioinmunolégicos: Los pacientes del
grupo control tenian una IgE sérica total entre
13 y 68 KU/L, mientras que los atdpicos poseian
entre 90 y 1.250 KU/L, con un promedio de 472
KU/L. La IgE anti-Lp arrojé valores de clase O
para todos los controles, siendo para los atépi-
cos de clase O en 11 pacientes, de clase 1 en 11
pacientes y de clase 2 en 8 pacientes. Esta re-
vel6 valores que fueron significativos para las
fracciones S-P 33, D-P 38, D-H 56 y D-H 192.
La IgG anti-Lp en los pacientes atépicos mostrd
un valor promedio de 391,4 KU/L. Los del grupo
control no superaron las 50 KU/L.

7. Pruebas cutdneas: Mientras que los controles
resultaron negativos para todos los péptidos
empleados, los polinicos presentaron reaccio-
nes de eritema-pdpula mayor de 5 mm con Lp
1/100, la SP-33 y la DE-38 y las hexosas 56, 192
y 360.

8. Inmunoterapia especifica (IT): Los pacientes ato-
picos fueron divididos en 3 grupos de 10 sujetos
cada uno: el grupo A, que recibio el extracto de
Lp; el grupo B, que fue inyectado sélo con el pép-
tido SP-33; y el grupo C, que se inoculé con el
péptido DE-38, en iguales concentraciones de pro-
teinas y, semanalmente, por un lapso de 3 afos.

Al cabo de ellos, las valoraciones estadisticas
mostraron que en el grupo A el descenso sérico de
la IgE —anti-Lp tuvo una P =< 0,05 mientras que el
ascenso de la IgG-anti-Lp sé6lo llegé a una P = 0,10.

En el grupo B, el descenso de las IgE-anti-Lp
y anti-SP-33 tuvo una P =< 0,01 mientras que tan
sélo el ascenso de la IgG-anti-SP-33 mostré una
P <0,05.

Por fin, en el grupo C, el descenso de la IgE-an-
ti-DE-38, asi como, el ascenso de la IgG-anti-DE-38
exhibieron una P < 0,05, mientras que, si bien los
valores de la IgE e IgG contra el Lp y sus péptidos
33 y 38 mostraron cambios en descenso y ascenso,
los valores matematicos no llegaron a conformar
una significacién estadistica (todos ellos con una
P =0,10).

Discusion

La polinosis es una entidad clinica indiscutible
y su IT especifica es una de las mas gratificantes
para el especializado. Siempre resulté un acicate
para los investigadores el estudio de la composi-
cién quimica de los pdlenes para conocer su capa-
cidad de sensibilizacién, al igual que la de inducir
anticuerpos protectores y tolerancia inmunolégica.
Entre los argentinos contempordneos se destaca
el Prof Titular Dr EA Romero, de la UNLP, quien
realizd estudios sobre palinologia estableciendo
un mapa fitogeografico, resaltando la frecuencia
de las familias de los pdlenes en nuestro pais, y
en particular de las gramineas, por ser éstas muy
abundantes y agresivas clinicamente.®*¢582 Armen-
tia (2002), demostrd que los contenidos proteicos y
la alergenicidad de Lp eran mayores en las dareas
urbanas que en las rurales, posiblemente por las
fumigaciones con pesticidas que las danarian. El
SDS-PAGE mostré la ausencia de bandas inmuno-
rreactivas en las muestras rurales, especialmente
del Lp V.7 Grote (2001), con microscopia de trans-
misidn electrénica y de escaneo, vio que los granos
de polen expulsaban el citoplasma al contactar con
una superficie humeda o en el agua, lo cual seria
la causa de la difusién de los alérgenos en la mu-
cosa nasal, e iniciar la sensibilizacion, y respuesta
inflamatoria especifica por IgE y LT-CD4-Th2 con
el receptor especifico, para la glucoproteina anti-
géniCQ.45'51'53'54

En nuestro aporte, la cromatografia por Sepha-
dex G-50 detecté 3 proteinas (tubos 13, 28 y 33) y 3
hexosas (tubos 2, 8 y 16), mientras que el pasaje por
DEAE-celulosa obtuvo 4 picos proteicos (tubos 25,
38, 55y 359) y de 7 picos de hexosas (tubos 30, 56,
93, 192, 215, 281 y 360). Los PM fueron de 68, 25,5
y 18,4 kDa, para los péptidos obtenidos por Sepha-
dex. En el siglo XX, se caracterizaron antigenos lla-
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mados Lp I, Lp II, Lp III, Lp IV, Lp V (0 Lp IX), Lp X
(o citocromo ¢), y luego, la profilina, con homolo-
gia con antigenos de frutas y verduras.”®*>° El Lp
XI (van Ree, 1995), se relaciona con los pdlenes del
maizy del olivo, y tiene un residuo hidrocarbonado
que se une especificamente a la IgE a diferencia de
los otros antigenos de Lp. Lp XI es una glicoprotei-
na con un sitio N-glicosilado que se revela median-
te el estudio de los monosacdridos. Estos hallazgos
son compatibles con nuestras hexosas -ratifican-
do la composicién glicoproteica del antigeno cru-
do- y de la reactividad de algunas de ellas en las
pruebas cutdneas y en los tests radioinmunoldgicos
(IgE-RAST-especifica).!?° Petersen (2001) analizé la
variabilidad estructural de los alérgenos de las gra-
mineas que él llamoé “grupo 13”, que es universal a
la familia, y que a pH neutro poseen 50 a 60 kDa,
y un pl de 6 a 7,5. Seria una poligalacturonidasa
responsable del asma bronquial humana. Si este
compuesto se somete, como lo hicimos nosotros, a
la filtracién cromatografica, muchos de los compo-
nentes del grupo 13 se degradan y su deteccién se
torna dificultosa.”” Van Ree (1998), demostré que
con Lp Iy Lp V se podia diagnosticar la IgE del 90%
de los sueros atdpicos estudiados. Empled, en dicho
estudio, 17 especies de gramineas diferentes, y, con
cualquiera de ellas, obtuvo resultados positivos. Al
emplear antigenos recombinantes obtenidos en Es-
cherichia coli no logré iguales resultados resaltan-
do, como lo preconizamos nosotros, la importancia
del alérgeno natural y su mayor capacidad para
unirse a la IgE especifica.!?345276101 Otros autores,
en Cynodon dactylon, detectaron que ésta no poseia
el epitope carboxilo-terminal de Lp I, en su con-
formacién espacial diferente de dicho alérgeno con
respecto a Lp Iy que disminuia la reactividad con
la IgE especifica.®® En el RcT de los LTCD4-Th2 de
los atopicos se han identificado 2 determinantes
antigénicos como lo son el Lp IX (o V) en las se-
cuencia 105-116 y en 193-204 de sus aminodcidos
con tirosina en la posicién 3, y treonina y serina
en la posicién 8 que se relacionan con el CMH de
clase II activando el LTCD4-Th2.!®* Wiirtzen (1998),
encontré mas reactividad del Lp V en la respuesta
T que con la IgE especifica y la reactividad cuta-
nea.’*1%” La superposicién de los picos obtenidos
por nosotros, tanto por Sephadex como por DEAE-
celulosa, refuerzan el hecho de que las gramineas
posean multiples reacciones cruzadas entre los in-
tegrantes de la familia. Gagnon (1993), demostro
que el Lp I inducia la produccién de IL-4 y de IFN-
y por monocitos de la sangre periférica, tanto en
atépicos como en no atépicos, durante y fuera de
la época de polinizacién. Estos hallazgos sugieren
que la exposicién natural a las gramineas influen-
cian el balance entre los LTCD4-Th2 y Th1 con exa-
cerbacién de los primeros durante la polinizacién,

con incremento de la sintesis de IL-4 y de la IgE
especifica.®®?° Boutin y Hebert (1995), demostraron
que los anticuerpos antiidiotipicos ejercerian una
supresion sobre la sintesis de la IgE especifica. Con
componentes quimicos simples de bajo peso mole-
cular (haptenos), mas que con proteinas complejas
como las alergénicas, se logré un anticuerpo anti-
idiotipo (290A167) que suprimia la respuesta espe-
cifica al Lp 1.171897 E] Lp I es capaz de generar anti-
cuerpos especificos IgG e IgE en un modelo murino
de ratones con inmunodeficiencia (SCID mice), con
lo cual los autores sefialan que este modelo podria
ser util para estudiar la sintesis de esos anticuerpos
en los humanos ante los alérgenos polinicos.*! La
reactividad cruzada entre las gramineas se estudié
con anticuerpos monoclonales contra epitopes sig-
nificativos y repetitivos. La presencia de 2 residuos
de hidroxiprolina y de carbohidratos N- terminales
podria ser una estructura comun a todas las gra-
mineas.’*¥ La produccién de anticuerpos IgG en
los conejos, con bandas de precipitaciéon en agar
y con hemaglutinacién pasiva positivas contra el
mismo y contra los péptidos N2 33, 38 y 55 se cons-
tituy6 en un estimulo para estudiar el comporta-
miento inmunolégico de dichas fracciones en los
humanos. Marsh (1977), establecié una asociacién
entre el HLA y el Lp a nivel del HLA-B8 en correla-
cién inversa con los niveles séricos de la IgE sérica
total, y Freidhoff (1988), lo hizo entre HLA-DR3 y la
respuesta inmune a Lp I'y Lp III en humanos.37:3857
Garcia (1992), sefialé que mientras que los polini-
cos no tratados con IT poseian altos niveles de IgG4
sérica, al recibir IT por 2 afios cambiaba el isotipo
a IgGl, siempre especificas.**4248 Jean Bousquet
(1991), publicé el aumento de la IgG especifica con
IT y la mejoria de los riniticos (OMS - Informe Téc-
nico del 29 de enero de 1997).1

Los péptidos de 32-34 kDa (Marsh) inducen IgG,
mientras que los de bajo peso (Lahoz) sintetizan
IgD anti-Lp con actividad “bloqueadora” y no una
IgG.%535% En nuestros pacientes, tanto Lp como SP-
33 y DE-38 indujeron al cabo de 3 afios, un des-
censo de las IgE especificas y el ascenso de las IgG
especificas.®>** Larsen (1995), sefial6 el valor de
los isoalérgenos obtenidos por la electroforesis bi-
dimensional donde 2 isoalérgenos, al diferir en un
solo aminodcido, pueden provocar cambios topo-
graficos e inducir otra afinidad por los anticuerpos
especificos.® Nuestras pruebas cutdneas fueron
muy positivas con las fracciones proteicas N¢ 33
(Sephadex) y N° 38 (DEAE-celulosa) y con las hexo-
sas N2 56, 192 y 360 (DEAE-celulosa), debido a una
IgE 0 una IgG-ST (short-term) o IgG, cutdneas (tipo I
de Gell y Coombs).” Los LT-reg (CD25-foxP3+) y los
LT supresores, por la IT, producirian un descenso
de la IgE anti-Lp. El Lp V, simil a nuestras fraccio-
nes glicoproteicas posee un epitope (aminodcidos
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105-116) que se une al RcI-CMH-clase II.25106.14.56
La IL-17 E (IL-25) es una citoquina inductora de la
produccién de IL-4, IL-5 e IL-13 que a su vez inten-
sifican la actividad de los LTCD4-Th2. Las células
dendriticas (CD) podrian destacarse en el fenéme-
no atépico. Las CD1 elaboran IL-12 - Thl, y las
CD2 - Th2. La existencia de CD-reg - IL-10 -
LT-reg abre toda una nueva linea de investigacion,
tanto en las enfermedades atépicas como en las au-
toinmunes.*® Las profilinas de 12-15 kDa actian a
través de otros 2 ligandos: los polifosfoinositoles y
la G-actina o actina globular y es un pan-alérgeno
con interesantes vias de investigacién sobre la bio-
logia de los pélenes y su interaccién con los seres
humanos‘8-10,98,105
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