“La epigenética y la alergia : papel de la inmunoterapia especifica.”

INTRODUCCION.

Desde el conocimiento del Genoma Humano, afio 2003, mdltiples disciplinas de investigacion,
tanto en los animales como en los humanos, reforzaron sus proyectos para a canzar la dilucidacion
de numerosas incognitas, aln presentes, en un loable afan de sobrepasar e desafio que significd
aquella concrecion.

Sin embargo, muchas observaciones reali zadas décadas atrés, por emplo, lade Conrad Hal
Waddington, en 1942, en Lepiddpteras del género Pontia (mariposas), que significo las variaciones
fenotipicas de ellas, segin las estaciones del afio. Es decir, que hace 75 afios un investigador sefial 6
las posibles interacciones entre |os genes de la mariposay las condiciones ambientales que la
rodeaban. Asi, sin modificar su codigo genético, cambiaban de color y aspecto sus alas, segun fuera
invierno o verano. Un similar hallazgo sorprende en la actualidad, al comprobarse modificaciones
en varios pardmetros inmunol égicos, seguin se midan (en el mismo sujeto) en invierno o en verano.
De ahi surge esta verdadera revol ucion biol égica que dio en ser bautizada como epigenética, que
andlizay estudia todos aquellosfactores NO GENETICOS que perteneciendo a medio
ambiente, influyen en el comportamiento del codigo genético  SIN causar cambios estructurales
en e mismo.

Estos factores del ambiente celular, que nada tienen que ver con la herencia, juegan un papel
importante en la ontogenia o desarrollo de un organismo, desde la fecundacién del cigoto hastala
senectud, incluyendo numerosas enfermedades banales y mortales. Es unaregulacion de la
expresion génica SIN cambios en la secuencia nucleotidica. O seaes el conjunto de reacciones
fisicoquimicasy electromagnéticas que modifican laactividad del ADN, pero SIN alterar su
secuencia.

A partir de lo expuesto, se abre un inmenso horizonte investigativo, que ya se esta desarrollando en
varios laboratorios, estudiando factores que actlian en las enfermedades cardiovascul ares,
neoplasicas, neurol égicas, reproductivas e inmunol 6gicas.

Lareinterpretacion del Genoma Humano, ya que no podia explicar todo |o que se esperaba de su
descubrimiento total, introduce la nocién de que nuestras experiencias “marcarian” nuestro material
genético de manera desconocida, por ahora, y que estas “marcas” podrian ser transmitidas a
generaciones futuras.

Como se puede apreciar, todo un cambio de paradigma biol égico.

Laregulacion epigenética induce cambios en la conformacion de la cromatinay su interaccion con
las histonas. Si la cromatina se halla muy condensada los factores de transcripcion (p.gem.: €
NF«B) no pueden acceder a una determinada region del ADN, y por ende, el gen no se transcribe, o
sea, queda “amputado” o “silenciado”; si por el contrario, la cromatina no se encuentra condensada,
los activadores de la transcripcion se unen alas regiones promotoras y ocurre latranscripcién del
gen. En ningan caso, e ADN fue transformado o modificado.

Hay 3 procesos epigenéticos de regulacion: lametilacion del ADN, la modificacion fisicoquimica
delashistonasy el papel delos ARN de pequefio tamafio que no codifican, (*-2141516-17-18-19-20)



Lametilacion del ADN es un proceso que ocurre en los mamiferos y en todos | os organismos
superiores, merced a cual, alabase citosina (recordemos que el ADN posee 4 bases: adenina,
timing, citosinay guanina), se le agrega un metilo para dar una estructura mas cerraday protegida a
la cromatina. Estudios muy recientes demuestran que la metilacion es un proceso defensivo contra
virusy parésitos, paraimpedir que ambos logren dafiar 8 ADN. Sin embargo, si la metilacion es
excesiva es posible el “silenciamiento” de los genes. Se propone gue factores del ambiente
controlarian € grado de metilacion, por los hallazgos en los mamiferos en los que se comprobé que
lametionina, el &cido folico, lapiridoxinay la colina, tendrian como funcion adicionar grupos
metilo, provenientes de una dietarica en dichas sustancias, (#%42%242526:27°28)

La metilacion ocurre en | as regiones CpG con elevada concentracion de citosinay guanina, que es
donde estan los promotores de |os genes. Interviene una ADN-metil-transferasa, que mantiene y
regula el patron de metilacion en las CpG. Como ejemplo destacado del “silenciamiento” de genes,
vaya el hallazgo de lainactivacion del cromosoma X, paratener la expresion monoalélica de ciertos
genes, como se ha diagnosticado en patol ogias tumorales (p.jem.: € sindrome de Beckwith-
Wiedemann). Curiosamente, si por el contrario hay un bajo nivel de metilacion (hipometilacion), el
individuo tampoco estara exento de enfermedades, (2%30-31-32:33:34-39).

La modificacién fisicoquimica de | as histonas, comienza en e nucleosoma, unidad constituida por
las histonas H2A, H2B, H3 'y H4, ligadas a proteinas no-histonicas. Lastiras de ADN se “enrollan”
en las histonas ala manerade un carretel y el hilo correspondiente. Por procesos de acetilacién,
fosforilacion, deaminacion, ubiquitinizacion, e isomerizacion delas prolinas, y, por supuesto, por
metilacién, las histonas sufren cambios conformacionales, que, determinan ala postre, si un
determinado gen sera silenciado o expresado.

Los ARN deinterferenciao ARNi y los micro-ARN deinterferenciao ARNmi, no codifican para
una proteina especifica, pero sus secuencias son complementarias paraun ADN u otro ARN
codificante, y, como tal, le impiden latraduccién correspondiente. Es unaforma de regulacion
negativa de la expresién a nivel post-transcripcional.

La herencia epigenética es la transmisién de informacion que NO depende de | as secuencias de las
bases nitrogenadas del ADN por mitosis 0 meiosis. Lainformacion epigenética modulala
expresion de los genes SIN aterar la secuenciadel ADN.

El epigenoma es lainformacién epigenética global de un organismo. Laimprontagenéticao €
“imprinting” son genes que modifican su funcionamiento SIN cambiar Su estructura; asi, un gen se
manifiesta de manera diferente si es de origen paterno que si es de origen materno. Un factor
externo dejaria una “marca” o impronta sobre algunos genes “imprintables” y cambiaria su
funcionalidad ulterior. Amplios estudios en gemel os univitelinos con idéntico cddigo, exhiben
algunas diferencias funcionales, que son de dificil explicacion por el momento.

Este tipo de regulacion génica se ha visto en la produccion de tumores, en |os efectos del
envejecimiento celular por cambios en la metilacion, en genes neurales asociados al estrés, en
imperfecciones del desarrollo fetal, y todo conlleva aimpedir la buena organizacion de la cromatina
en el nicleo celular, regulando la expresién génica en las distintas células y manteniendo €l patron
adecuado de expresion en el momento justo. Asi, se codificaran y sintetizarén correctamente las
proteinas, citoquinas, quimioquinasy receptores, de las células inmunocompetentes, que seran
motivo de esta presentacion.



La genética delarespuesta alérgica.

Hipdcrates (460-377 aC) y Tito Caro Lucrecio (¢109-98 6 55 ? aC), fueron los primeros en sefidar
una respuesta andmala ante laingestion de alimentos que a la mayoria no les provocaba dafio.
Desde entonces, hastalos abores del siglo XX, numerosos autores realizaron descripciones de
cuadros respiratorios, digestivos, cutaneos y generales, vinculados con un “fenémeno” diferente,
que recién en 1906, (Von Pirquet), fue bautizado como alérgico (“otra fuerza”).

Arthur Ferndndez Coca (1875-1959) y Edward Perry (1856-1938), acufiaron el vocablo atopia (otro
lugar, raro, paraddjico), que quedd reservado paralos fendmenos de hipersensibilidad inmediata
IgE dependiente. En 1916, merced al estudio de muchos pacientes alérgicos, Cookey Van der
Veer, establecieron que lallamada atopia, se heredaba genéticamente con un caréacter autosdémico
dominante, y “ocurria solamente en familias”.

A partir de 1937, en que Gorer descubri6 |os antigenos del trasplante, seinicié unaimparable
carrera de hallazgos trascendentes en lainmuno-biologia. Asi, Snell, Dausset, Van Rood, Payne,
Bodmer, Benacerraf, Ishizakay Johannson, contribuyeron con laimportancia de los antigenos de
histocompatibilidad declases | y Il enlaactivacion linfocitaria, y con la caracterizacion de la IgE,
tan criticaen lafuncionalidad de los mastocitos y basofilos, y en la participacion de |os procesos
aérgicos-atopicos, de indudable carécter poligénico.

Desde Wyman (1872), Cooke (1916), Hamburger (1973), Marshy Meyers (1980), que
ratificaron ese caracter, y, curiosamente, |o relacionaron con sustancias del medio ambiente como
desencadenantes y/o agravantes. Son clésicos |os trabajos de Marsh y la polinosis, a igual que en
nuestro pais, losde Julio A. Cruciani y José A. B6zzola, con sus mapas fitogeograficos y sus
floras alergol égicas, y Krikor Mouchian con los péptidos inmuno-dominantes del polen de la
graminea Lolium perenne.

En la tltima década, |0s estudios genéticos sobre € asmay la atopia, avanzaron mucho gracias alos
pequefios tandems de polimorfismos repetidos (STRP) del ADN, que permitieron identificar 5
regiones de gran interés:

1): en e cromosoma 5¢ vinculado a un grupo de citoquinas;

2): enel CMH (HLA) del cromosoma 6p relacionado con la polinos's;

3): en el cromosoma 11q para la subunidad B del RFce de la IgE, que, en afios anteriores, Cookson
diera en llamar “el gen del asma” ;

4): en e cromosoma 129 que contiene e gen que codificapara el interferon-y, y,

5): en el 14q el locus ad parael receptor del LT.

Danielsen 1996 y el CSGA (Estudio Colaborativo sobre la Genéticadel Asma) en 1997, agregaron
los siguientes datos :

1): el cromosoma 4q 34-35y laeosinofilia (p<0,0001);

2): el 6p 21 (regién HLA) y la eosinofilia (p<0,0001);

3): el 7p 13y lahiperreactividad bronquia (p<0,0005);

4): el 11q13y las pruebas cutaneas positivas (p<0,00005);

5): el 13g-14.1-14.2 y la atopia (p<0,005), y

6): e 16q 21-24 y los niveles de la IgE séricatotal (p<0,005).

Al andlizar lasinfluencias étnicas, el CSGA demostro € ligamento entre e 5q 31-33 o grupo de las
citoquinas en los caucasicos (p=0,0187); entre & 6p 21 en igual grupo humano (p=0,0129); entre e
12q 15-24.1y los caucasicos € hispanos (p=0,0042) y entre el RcT ad enel 14q 11.2 y los
caucasicos (p=0,0062).



Otras 7 nuevas regiones muestran ligamentos en €l asmabronquia: enel 5p15yene 17p11.1y
11.2 en afro-americanos (p=0,0008 y p=0,0015, respectivamente); en el 11p 15, 139 21.3-gter y
199 13 en caucésicos (p=0,0089, 0,0014 y 0,0013, respectivamente),y ene 2q13y en € 21q 12
en hispanicos (p=0,0005 y p=0,004, respectivamente).

Hizawa en 1998, hall6 2 nuevas regiones que controlan larespuesta de la IgE contra el &caro
Dermatophagoides pteronyssinus en el cromosoma 2q 21g-23y el 8p 23-p21 (p=0,0033 y
p=0,0011, respectivamente), en caucasicosy afro-americanos.

Con anterioridad, esasregiones eran la6p 21y 13q 32-g34 (p=0,0064 para ambas) paralos
caucéasicosy €l 5q 23-g33 (p=0,0071) paralos afro-americanos.

L os aspectos genéticos de la polinosis también fueron exhaustivamente estudiados. Los pdlenes de
las variedades de Ambrosiay de Lolium atrgjeron la atencion de los investigadores. Con respecto a
estos Ultimos que seran motivo de uno de los proyectos a presentar, losLol p |, Lol pll 'y Lol p 111,
estén estrechamente vinculados con € HLA-DR (of3-1* 0301) o € DR3 (w17). Es posible que
existaun sitio de unién en lamolécula del CMH paralos 3 alérgenos gue permita una concordancia
entre esos 3 epitopesy €l DR3. Larespuestaa Lol p 11l estarelacionadacon el DR (ap-1* 1101) y
con el DR (afp-1* 1301) con una secuenciade 5 aminoécidos en el primer dominio de la primera
regién hipervariable. El andlisis molecular de los genes DRB1, DRB3, DQA y DOB sugiere que
esta secuencia esimprescindible parala presentaciéon de Lol p I, Lol p Il y Lol p I1l. Nifios
alemanes con altos niveles de IgE séricatotal tienen estrecha relacion con € cromosoma 12g15-
g24.1.

En los Ultimos afios, se han detectado aspectos de la genética del asma bronquia, que sefidlan 1): la
desmetilacion de secuencias que unen €l GATA a promotor del gen delalL-4 con lahiper-
produccion delamisma, y, 2): laacetilacion de las histonas H3-K9 y H3-K4 con efecto sobre los
LTCD4-Th2, y sobre los genes delasIL-5 e IL-13 con su hiper-produccién, y las consecuencias en
el cuadro clinico delos pacientes.

Los objetivos del presentetrabajo.

L uego de la breve informacién sobre la epigenética, se ha considerado la hipétesis que la
inmunoterapia (I T), de 3 a5 afios (Informe Técnico de la OMS, 1998), podria constituir una
forma de mecanismo epigenético, pues como se va a documentar en nuestra presentacion, dicha
terapia modifica sustancialmente la funcionalidad de numerosas células involucradas en el
fenémeno inflamatorio de la mucosa respiratoria, y, del organismo todo, pues el atdpico es poseedor
de una condicién poligénica, documentadaen el presente.

Con el propo6sito de dar mayor solidez alos datos que se exponen, se decidié encarar €l efecto dela
IT con 3 alérgenos diferentes (por separado) cuyo origen biol 6gico fuera distinto, su composicion
quimicatambién, al igual que, su repercusién medio-ambiental y generadora de respuestas de
hipersensibilidad en el 20% de la poblacion.

Asi, se andlizaran | os resultados de 3 proyectos con a érgenos diferentes : 1): de la cucaracha
Periplaneta americana, aislado por nosotrosy con similitudes bioquimicas con € Pa-7 ; 2): del
pdlen de lagraminea Lolium perenne, con sus glicoproteinas 33y 38, y, 3): del hongo Bipolaris
australiensis, que por ser anemofilo es causante de la sinusitis fungica a érgica.

En todos | os casos, se redlizaron valoraciones inmuno-alérgicas previasy posterioresalalT,
cuantificando val ores séricos de proteinas, citoquinasy células inflamatorias.



Los andlisis estadisticos revelaron el grado de significacion, y, por ende, sostienen que un factor
inducible y controlado por nosotros, fue capaz de modificar e comportamiento celular SIN generar
modificaciones estructurales en su ADN.

MATERIALES Y METODOS.

Proyecton®1: Cucaracha Periplaneta americana. (Pa).

* Antigeno : un extracto del cuerpo entero de la Pa fue preparado por nosotros siguiendo la
metodol ogia descripta por Frugoni - Hansen y por Cruciani, siendo especia mente cuidadosos con
las estructuras quitinosas del insecto. La Pa fue rigurosamente sel eccionada entre | as especies
abundantes del pais, siguiendo las reglas entomol gicas. Ese extracto (3,5 mL) fue sometido a una
filtracién en una columna de Sephadex G-200, de 780 mm x 22 mm, y cuyos eluidos se hicieron
con un buffer de CINafosfato 0,15M, apH 8y a4° C. Seaplicé otro pasgje por columnade
DEAE-celulosa (de 25 mm x 380 mm) con un buffer de 0,01 M a 0,5M, pH 8apH 6. Las
alicuotas de 1 mL de cada eluido fueron recogidas a una velocidad de 20 mL/min. El contenido
proteico deloseluidos sedetermind por e método de Bradford y por absorbanciaa 280 nm
de DO en un espectrofotometro Metrolab, y las hexosas por e método del indol ( mezclade
galactosa-manosa como controles), y lecturaa470 nmde DO en el espectrofotémetro.
*Técnicasinmunoldgicas : 10s datos expuestos previamente, permiten aseverar |la composicion
glicoproteica de estos antigenos, que, sometidos a un experimento en conejos, generaron
anticuerpos |gG especificos, gue positivizaron pruebas como la doble difusion en agar de
Ouchterlony, la hemaglutinacién pasivade Boyden (titulo 1/1024) y lainmuno-electroforesis,
con bandas de precipitacion caracteristicas. El Ouchterlony, revel 6 bandas con identidad total y
parcial, con los antigenos de otras cucarachas (especies Blatella germanicay Blatta orientalis), a
igual que, con un extracto de lavinchuca Triatoma infestans, en publicaciones ya realizadas. ®*
5-6-7-11).

*Peso molecular :  fue determinado en comparaci én con marcadores proteicos conocidos tales
como la anhidrasa carbonica, alblmina sérica bovina, alcohol dehidrogenasa, amilasa, apoferritinay
tiroglobulina, dando un valor de 180 kDa para€l extracto total.

*SDS-PAGE : permiti6 identificar las propiedades proteoliticasy enziméticas del extracto de
Pa, certificando que al inhibir a 1aTLCK o tosyl-lysyl-chloro-methyl-ketone, se estariaen
presenciade una serina-proteinasa 0 una proteinasa tripsina-like.

*Pacientes: sedividieronen 3 grupos: & grupo A, de 50 pacientes, 28 mujeresy 22 varones,
con edades comprendidas entre los 18 y 37 afios, todos atdpicos con e sindrome rinitisasmay con
valores séricosdelalgE entre 165y 410 KU/L ; € grupo B, de 20 pacientes, 12 mujeresy 8
varones, con edades entre los 33 y 47 afios, con idéntico cuadro clinico y con valores séricos de la
IgE entre 145y 380 KU/L, Y, €l grupo C, de 20 sujetos, 15 varonesy 5 mujeres, con edades entre
los 25 y 52 afios, completamente sanos, que poseian una IgE sérica total entre 18y 37 KU/L.

Se recuerda que € valor de corte delalgE séricatotal para nuestra poblacion ha sido establecido
en 100 KU/L.

De estamanera, € grupo A, o grupo experimental, recibié IT con Pa durante 5 afios, € grupo B,
que no recibid I T actué como control atépico, que al igua que el grupo A, solo recibié medicacion
farmacol 6gica segiin su cuadro clinico y € criterio médico.

Finamente, el grupo C, queno recibid I T, oficié de control absoluto de laexperiencia. Todos



los pacientesde los grupos Ay B, revelaron pruebas cuténeas positivas a antigeno de la Pa
mientras que los del grupo C, fueron totalmente negativos a dicho antigeno. Cada paciente fue
intradérmicamente inyectado con 0.02 mL de Pa, solucion fisiolgicapH 7,2 e histamina 1/1000.
Lalecturalareaizé siempre el mismo profesional alos 20 minutos, leyendo los milimetros del
eritema-papula, siendo positivapor encimadelos5mm. (Figs. 1a9).

*Radioinmunoensayos : lalgE séricatotal se midi6 por € método del PRIST con equipos
elaborados por Phadebas (Pharmacia, Uppsala, Suecia), gue emplean las KU/L como parametros
de cuantificacion. LasIgE e 1gG especificas anti-Pa se midieron por e RAST, confeccionado
con 33,5mg/mL del Pa covalentemente unido a discos de celulosa (SS547) en un medio acalino
de pH 11 con bromuro de cianégeno durante 2 horas. Se midieron los resultados en PRU/mL
(Phadebas-RAST-Units). Setomaron muestras basalesy al cumplirse cadaafiode | T.  ®%101213)
*RAST-inhibicion : se desarrollé de acuerdo con la técnica de Gleich empleando Pa como
alérgeno principal, y otros como, € polen de Ambrosia, el epitelio de gato y el hongo Alternaria,
para establecer lasdiferentes especificidades del RAST con € Pa.

*Plan de IT especifica: fue realizada semanalmente por via subcuténea en el brazo, con un
volumen inicial de 0.05 mL hasta0.50 mL, de una solucién de Pa, conteniendo desde 1.67
mcg/proteina hasta 1.5 mg/proteina, al cabo de los 5 afios de seguimiento. Luego de cada inyeccion,
el paciente permanecia 30 minutos en el consultorio, para detectar y controlar cualquier reaccion
adversainmediata que pudiere ocurrir.

*Determinacién séricadelas|L-2, IL-4 elL-4R : lamuestra que setomé para e dosgje delas
IgE elgG se compartié parala deteccion de estas citoquinas. Todas las muestras se guardaron a
-20° C. LasIL-2 e IL-4 se determinaron por ELISA provisto por Immunotech, mientras que e
IL-4R fue detectado usando un anti-CD124 de congjo unido al I™** preparado por nosotros de
acuerdo al método de Ceskay Erikson.

*Evaluacion clinica: los sintomas de rinitis a érgica se valoraron antes y después de cada afio de

I T siguiendo los criterios de Okuda establecidos en las planillas de registro diario de los sintomasy
signos. Dichos criterios establecen € nimero de ataques de estornudos, laintensidad de obstruccién
nasal y la copiosidad de larinohidrorrea.

*Procedimientos estadisticos : lacomparaciony lasignificacion entre los grupos se baso en €
andlisisde lavarianza, €l test de Student (t), y € valor delap menor a0.05.

RESULTADQOS.

*Pruebas cutaneas con Pa: todoslos pacientes de los grupos Ay B (50 y 20 respectivamente)
expusieron positividad entre 5y 14 mmde eritema-ppulae incluso prurito, alainoculacién del
alérgeno. Los sujetos del grupo C (20 personas) no expresaron ninguna reaccion, solo al control
positivo de histamina 1/1000. Al cabo delos5 afiosde | T, los integrantes del grupo A, habian
modificado su reactividad cutdnea con disminucion de lamismaen 38 de ellos (de 14 mm a6 mm)
y negatividad total (de 7 mm a0 mm) en los 12 restantes. Los pacientes del grupo B, que no
recibieron | T, mantuvieron su reactividad inicial.

Siempre se tuvo en cuenta que | as testificaciones con a érgenos se realizaran sin laingesta de anti-
H1, anti-depresivos o B-agonistas, por |0 menos, 72 horas antes de su realizacion, y por e mismo
profesional en horas de la mafiana.

*Dosajesdelas|gE séricastotales (PRIST) : los valores basales paraestainmunoglobulina
fueron lossiguientes: grupo A : 225+ 160 KU/L ; grupoB : 150+ 120KU/L y grupo C: 26 *



18 KUIL.

Luegodel primer afiodelT, en el grupo A se detectaron los siguientes valores: 240 + 140 KU/L,
en e grupo B:160 £ 130 KU/L, y en & grupo C:30% 15KU/L.

Como puede advertirse, enlos 3 casos, € vaordela p es NO significativo.

Luego del segundo afio de I T, en el grupo A : se detectaron estos valores: 220 £ 130 KU/L, en €
grupoB: 145+ 128 KU/L, yenel grupoC: 22+ 19 KU/L.

Tampoco en este caso €l valor de lap fue significativo.

Luego del tercer afio de I T, € grupo A : mostré valores de 200 + 110 KU/L, € grupo B: de 140 £
120 KU/L y el grupoC :de24+ 20 KU/L. S bienlap nollegd a 0.05 se vio una declinacion
leveen losvaores séricosdelalgEene grupoA que recibio I T.

Luego del cuarto afiodeI T, e grupo A : expuso datosde 180 + 90 KU/L, e grupo B : de 140 =
120 KU/L y el grupo C :de 25+ 20 KUJL.

Aqui aparece la p<0.05 enlosdatos obtenidos en € grupo A, mientras que los demas grupos
no experimentaron cambios de significacion.

Luego del quinto afiode I T, & grupo A: tuvo 160+ 80 KU/L, e grupoB: 140+ 120 KU/L y €
grupo C: 22+ 18 KUJ/L.

Nuevamentela p<0.05 en los valores detectados sdlo en el grupo A querecibié I T especifica
*Dosajes de las IgE-anti-Pa séricas (RAST) : los valores basales para estos anticuerpos fueron
lossiguientes : parael grupo A : 0,66 + 0,28 PRU/mL, parael grupoB : 0,53 + 0,21 PRU/mL, v,
parael grupo C: 0,05+ 0,01 PRU/mL.

Luego del primer afiodelT, el grupo A : revel6 1,05+ 0,37 PRU/mL, € grupo B: 0,55+ 0,22
PRU/mL vy € grupo C : 0,04 + 0,01 PRU/mL.

Se verifico un ligero aumento de lalgE-anti-Pa, pero no llegd alasignificacion esperada.
Luego del segundo afio de I T, € grupo A, revel6 0,70 + 0,14 PRU/mL, €l grupo B, 0,58 £ 0,24
PRU/mL vy € grupo C, 0,04 £ 0,01 PRU/mL.

Luego del tercerafiode IT, e grupoA, revel6 0,50 + 0,16 PRU/mL, € grupo B, 0,53 + 0,22
PRU/mL vy € grupo C, 0,04 + 0,01 PRU/mL.

Luego del cuarto afiode IT, e grupo A, mostré 0,38 + 0,13 PRU/mL, € grupo B, 0,55 + 0,25
PRU/mL y el grupo C, 0,04 £ 0,01 PRU/mL.

Se detect6 agui una p<0,05 entre losvalores basalesy loslogradosen el 4° afiodelT.

Luego dequinto afiode IT, e grupo A, revel6 0,17 + 0,09 PRU/mL, & grupo B, 0,55 + 0,22
PRU/mL,y & grupoC, 0,04+ 0,01 PRU/mL.

Nuevamente, la p<0,05 fue indicativa de un descenso estadisticamente significativo de los valores
séricos de lalgE-anti-Pa.

*Dosajes de las |gG-anti-Pa séricas ( RAST ) : los valores basales para estos anticuerpos
fueron lossiguientes: parael grupo A : 18.71+ 9.12 IU/mL, parael grupoB : 15.8+ 12.33
IU/mL, y parael grupoC:0.12+ 0.18 1U/mL.

Luego del primer afiode IT, e grupo A revel6 85.70 + 48.37 IU/mL, e grupo B, mostr6 16.2 +
11.38 1U/mL, y e grupoC : 0.14 + 0.18 1U/mL.

Como se advierte, € grupo A, mostré un notable incremento de la 1gG-anti-Pa especifica, con
unasignificacion de p<0.002.

Luego del segundo afiode IT, e grupo A, mostro valores de 186 + 88,46 1U/mL, €l grupo B,
revel0 18,4 + 14,20 IU/mL, y, e grupo C: 0,09 + 0,05 [U/mL.

En este caso, e incremento de la 1gG-especifica sefiald una p<0,001.




Luego del tercer afio de IT, e grupo A, evidencié valoresde 290 + 122 |U/mL, el grupo B :
15,6 + 11,4 1U/mL, mientras que € grupo C: 0,09 £ 0,05 U/mL.

Aqui se aprecia unasignificacion de p<0,001.

Luego del cuarto afiode IT, e grupo A, mostré valoresde 330+ 125 IU/mL, € grupo B, 17,2 +
11,7 IU/mL, y e grupo C: 0,09 + 0,05 IU/mL.

La significacion de los valoresdel grupo A siguen estando en p<0,001.

Por fin, luego del quinto afio del T, losvaloresregistradosen losgruposA, B, y C, fueron,
respectivamente, de 378 + 132 1U/mL, de 12,9+ 10,9 1U/mL, y de 0,09 + 0,05 IU/mL.

La significacién de losvaloresdel grupo A, sigue estando en p<0,001.

De los anticuerpos estudiados, hasta aqui, se aprecia un descenso significativo de lalgE-anti-Pa
(p<0,05) acomparado por un ascenso notable de lalgG-anti-Pa, como anticuerpo protector y
bloqueante de la reaccién alérgica especificaala Pa, presumiblemente, integrante de los
llamados anticuerpos asimétricos, como se demostro en su momento.

*Determinaciones séricas de las IL-2, IL-4 y del IL-4R : losvalores basales de estas
citoquinas, es decir, antesdelal T, fueron lossiguientes: para el grupo A : IL-2: 168+ 119
U/mL, IL-4: 152+ 70 U/mL, y parael IL-4R : 2070 + 437 c.p.m.; para & grupoB : IL-2: 175+
120U/mL, IL-4:148+ 66 U/mL ,y parael IL-4R : 2055+ 450 c.p.m.,y parael grupoC :IL-2
:122+ 66 U/mL, IL-4: 98+ 44 U/mL,y parael IL-4R : 1278 + 301 c.p.m.

Luego dd primer afio de IT, seregistraron los siguientesvalores: parael grupo A : IL-2: 211
+72U/mL; 1L-4:263+92U/mL,y parael IL-4R : 2539 + 617 c.p.m.; parael grupoB : IL-2:
180+ 100 U/mL,IL-4: 144+ 67U/mL,y parael IL-4R : 2033 + 550 c.p.m., y parael grupo C:
IL-2:120+ 60 U/mL, IL-4:100+ 48 U/mL ,y parael IL-4R : 1300 £+ 312 c.p.m.

Como puede apreciarse, e grupo A, no expresa significacion estadistica paralalL-2, pero s
para la IL-4 (p=0,01) y parael IL-4R (p<0,05).

Luego ddl segundo afio de IT, se detectaron los siguientes hallazgos: parael grupo A : 1L-2:
160+ 114 U/mL ; IL-4: 147 £ 75U/mL, y para€el IL-4R: 2110 + 429 c.p.m. ; parael grupoB :
IL-2:170+£95U/mL; IL-4: 140+ 80 U/mL, y parael IL-4R : 2010 £ 600 c.p.m., y para€l grupo
C:IL-2:120+65U/mL, IL-4:100+ 50 U/mL, y parae IL-4R : 1200 + 300 c.p.m.

Como se observa, ninguno de los valores del grupo A, mostré significacidn con respecto alos
hallados en las muestras basales.

Luego del tercer afio de IT, se documentaron lossiguientesdatos: parael grupo A: IL-2: 88+
45U/mL; IL-4: 104+ 34 U/mL, y parad IL-4R : 1550 £ 302 c.p.m. ; parael grupoB: IL-2: 172
+99U/mL; IL-4:138+ 77 U/mL, y parael IL-4R : 2020 + 530 c.p.m., y parad grupo C: IL-2:
130+ 69 U/mL, IL-4: 110+ 60 U/mL, y parael IL-4R : 1200 + 310 c.p.m.

En el grupo A, se registran modificaciones en lasignificacion de las citoquinas; asi, lalL-2
presenta p=0,05, lalL-4 expone p=0,05 y & IL-4R p=0,01, con respecto alos valores basales.
Luego dd cuarto afio de IT, seregistraron lossiguientesvalores: en e grupo A: IL-2: 80+
40 U/mL, 1L-4:93+32U/mL, y parael IL-4R : 1500 £ 300 c.p.m.; enel grupoB : I1L-2: 168 +
93 U/mL, IL-4:130+ 79 U/mL, y parad IL-4R : 2000 + 510 c.p.m.; enel grupo C: 1L-2:130
70U/mL, IL-4:120+65U/mL, y parad IL-4R : 1100 £ 320 c.p.m.

En el grupo A, vuelven arepetirse |os val ores estadisticos registrados a finalizar el tercer afio de
IT entodaslas citoquinasdonde la p es de 0,05, 0,05 y 0,01, respectivamente.

Luegodel guinto afiode IT, obtuvimos estos valores definitivos paranuestro proyecto : grupo
A:IL-2:72+38U/mL ;IL-4:70£29 U/mL,y, parael IL-4R : 1400 + 240 c.p.m.; grupoB:




IL-2:166+92U/mL, IL-4:123+72U/mL,y parae IL-4R : 1900 £ 500 c.p.m., por fin, €l
grupoC: 1L-2:130+ 70 U/mL, IL-4: 120+ 66 U/mL, y e IL-4R : 1100 + 300 c.p.m.

Se reitera la significacion de lap=0,05, p=0,05y p=0,01, paralosvaoresdelasIL-2, IL-4elL-
4R, respectivamente, en comparacién con los pre-IT para cada citoquina.

*RAST - inhibicion : se probd fehacientemente |a especificidad de lareaccién de los anticuerpos
IgE-anti-Pa, a lograrse el méximo de inhibicidn, cercana a 100 % con Pa,mientras que las
absorciones con los otros alérgenos (pdlen de Ambrosia, epitelio de gato y € hongo Alternaria) no
fueron capaces de bloguear la reactividad de |os anticuerpos especificos, y, por ello, su porcentgje
deinhibicion fue casi despreciable (15-25 %) inducido por fenémenos fisicoquimicos
inespecificos.

Asi, con cantidades de 10° y de 10° del antigeno, lainhibicion fue minima, mientras que con 10y
10 se dibuj6 una curva sigmoidea que logré su mesetaentre 102 y 10™ Los controles no
relacionados con € Pa, a no bloquear ala lgE-anti-Pa, proveyeron unacurvacasi planaal utilizar
las mismas concentraciones desde 10° hasta 10

*SDS-PAGE : se emplearon mini-geles de 10 x 10 cm cada uno, de 1,5 mm de espesor, de
acrilamidaa 10%, con gelatinaa 0,15%. Se sometieron a 120 V por 2 horasy cuando el control
del azul de bromaofenol [legd al punto establecido, se cortd la corriente, y los geles se lavaron 2
veces en agua destilada con Triton-X-100 al 0,1% durante 15 minutos. Luego, seincubaron a37°C
en buffer apH 6 con 0,1% de 2-[N-morpholino]-acido etano-sulfénico (MES), TrisAcH 100
mM apH 3,5 y TrisCIH 100 mM apH 8,5con 0,5mM de dicthiothreitol (DTT). Laproteina
remanente fue coloreada con 0,25 de azul brillante de Coomasie R-250 en metanol/écido
acético/agua 5:1:5 (v/v/v). Luego de la decoloracién en metanol al 20% y acido acético a 10%, las
bandas activas aparecieron sin color sobre un fondo azul intenso. El lavado e incubacion delos
geles serealizd cony sin losinhibidores de las proteasas, como el E64 [L-trans-epoxy-succinyl-
leucyl-amido (4-guanidino)-butano] 100 puM; tosyl-lysyl-chloro-methyl-ketone (TLCK) 0,5-1 mM;
tosyl-phenyl-alanyl-chloro-methyl-ketone (TPCK) 0,5-2 mM; phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride
(PMSF) 2 uM; leupeptin 100 uM; o-phenan-troline 1 mM y pepstatin-A 100 uM; o-phenan-troline
1 mM y pepstatin-A 100 uM. Los marcadores de los pesos moleculares comparativos fueron: la
albimina sérica bovina (66 kDa), la ovoalbimina (45 kDa), la anhidrasa carbonica (29 kDa), la a-
2-macroglobulina (180 kDa), la B-galactosidasa (120 kDa), la fructosa-6-fosfoquinasa (84 kDa), la
fumarasa (55,3 kDa), lalactato-dehidrogenasa (43.6 kDa) y latriosa-fosfo-isomerasa (30 kDa). En
los Western-blots, las muestras fueron dectro-transferidas a membranas de nitrocelulosa, y luego
testificadas con suero de conegjo anti-Pa 1/250 y suero humano anti-Pa 1/10.

L uego de unaincubacion de 12 hs, se trataron con una |gG de cabra anti-congjo y con unalgG de
ratén anti-lgE humana, copuladas con fosfatasa alcalina, y reveladas con nitro-blue de tetrazolio
y 5-Br-4-chloro-3-indolyl-fosfato. La Pa revel un patron gelatinolitico en las bandas de 90, 78,
65, 34, 32y 24 kDa, siendo la mayor actividad apH 6. Con losinhibidores de |as proteasas, se

detectaron serin y cistein-proteinasas, del tipo tripsing, las més inmunorreactivas en 90, 78, 65y 34
kDa 14-15-16-17-18-19-20

*Fraccionamiento por columnas de Sephadex-G-200 y de DEAE-celulosa: se obtuvieron
proteinas por Sephadex-G-200 entre los tubos 76-115 y por DEAE-cel ul osa entre | os tubos 190-
200; las hexosas ocuparon lostubos 12, 64 y 102, en laprimera, y los tubos 70, 100y 150 en la
segunda. El Bradford detectdé 42 mg/mL de proteinas en Pa, mientras que las hexosas eran de

2000 meg/mL. Se ratificala composicion glucoproteicade Pa, y su potencia inmunogeénica.
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*Evaluacion clinica: losdatos estadisticos previosalal T, sefialaron paralos estornudos un valor
de 1,8+ 0,77, paralarinohidrorrea un valor de 1,8 + 0,4 y parala obstruccion nasal un valor de 2
+0,88; despuésdel 1° afio de I T, los valores no fueron estadisticamente significativos (NS).

Luego del 2° afio de I T, se detectaron valores de 0,6 + 0,49 (p<0,01) paralos estornudos, valores de
0,8 £ 0,84 (p=0,01) paralarinorreay datos de 0,9 + 0,32 (p=0,01) parala obstruccién nasal.

Luego del 3° afiodelT, seobtuvieronlossiguientesvalores: 0,3 £ 0,48 (p=0,001) paralos
estornudos y larino-hidrorrea, y, de 0,4 + 0,51 (p<0,001) para la obstruccion nasal.
Loshallazgosdel 4° y 5° afiosde I T, no difirieron delos del 3° afio, presentando una gran
significacion (p <0,001y p=0,001), las diferentes evaluaciones, 2%%32+2>26

Proyecton®2: Polen de Lolium perenne (Lp).

MATERIALESY METODOS.

*Antigeno: seelaboro6 en el laboratorio de laDivision Alergiadel Hospital de Clinicas. Los
polenes provistos por Hollister-Stier (Spokane, USA), se extrgjeron en buffer salino-fosfato (PBS),
por agitacion a4° C, se centrifugaron a 12.500 rpm durante 40 minutos; |os extractos clarificados
sedializaron en PBSYy se esterilizaron con filtros Millipore de 0,22 um. Se trabaj6 con una mezcla
de pdlenes de gramineas compuesta por alicuotas de Anthoxanthum odoratum, Avena fatua,
Cynodon dactylon, Festuca elatior, Hordeum vulgare, Lolium perenne, Phleum pratense, Poa
pratensisy Sorghum vulgare, y, con el pdlen de Lolium perenne (L p), aunaconcentracién final de
12.000 mecg/mL. Se redizaron controles de esterilidad y se conservaron a-20°C.

* Animales de experimentacion : se usaron 5 conejos albinos adultos que fueron inmunizados con
el extracto de Lp. Se prepar6 unaemulsion de 1 mL compuesta por 0,5 mL de Lp mas 0,5 mL de
adyuvante de Freund completo. A cada conejo se le administré semanalmente 0,20 mL en el dorso
rasurado. Diez dias después de la ultima inyeccion, fueron sangrados “a blanco” por puncioén
cardiaca, y |os sueros obtenidos se conservaron a-20°C. 2722930313233

*Pacientes: fueron 30 personas con polinosis entre septiembre y diciembre, con historia heredo-
familiar de atopia, prueba cutaneapositiva>5mmalpy unalgE séricatotal superior a120
KUJ/L. Eran 13 varonesy 17 mujeres, con edades entre los 18 y los 73 afios, residentes en la CABA
y en el Gran Buenos Aires. Firmaron € consentimiento informado, y no estaban recibiendo
inmunoterapia (1 T) ni tratamiento inmunosupresor de ningun tipo.

L os controles fueron 25 internados en Medicina Interna, no atépicos, sin historiafamiliar

de aergia, con unalgE séricatotal <50 KU/L, y sin reactividad cutanea a Lp.

* Fraccionamiento cromatogr &fico en columnade Sephadex G-50: 1,5mL del extracto de
12.000 meg/mL sefiltrd por Sephadex G-50, y se recogio en 40 fracciones. La columna fue de
480 mm x 10 mmy se eluyé con buffer PBS 0,15 M depH 8y a4° C. Enadlicuotasde |,5mL se
valoraron proteinas por absorbanciaa 280 nm de OD en el espectrofotémetro y a470 nm de OD
para las hexosas por € método del indol. 3+3>3¢-37-38-39-40

*Fraccionamiento cromatogr afico en columna deintercambio iénico o de DEAE-celulosa de
380 mm x 25 mm, con 400 tubos para | os el uidos obtenidos con buffer fosfato 0,01 M y de pH 8,
con cambios de molaridad de 0,01 a0,5M y e pH de 8 a 6.

Se aplicaron las técnicas de Bradford (para proteinas) y del indol (para hexosas).

*Pesos moleculares. marcadores como la albimina sérica bovina (66 kDa), la abimina de huevo
(45 kDa), la pepsina (34,7 kDa), el tripsinogeno (24 kDa), la 3-lactoglobulina (18,4 kDa), y, la



11

lisozima (14,3 kDa) se filtraron por Sephadex G-50 arazon de 13.500 meg en 1,5 mL. Seley6 en €
espectrofotdmetro a 280 nm OD.

*Técnicasinmunoldgicas: los extractos fueron testificados contra el suero de congjo anti-Lp por
Ouchterlony (doble difusién en agar), Boyden (hemaglutinacion pasiva) e inmunoel ectroforesis
paravalorar su antigenicidad enlosanimales.

*SDS-PAGE vy electroforesis bidimensional : 400 mg de Lp seincubaron 16 hsa4° C con 4
mL de solucion salina (0,85 % p/v NaOH, pH 7,5), y luego 2 hs mas a temperatura ambiente. Se
centrifugé a4000 g por 30 miny el sobrenadante dializado con agua destilada por 16 hsa4°C se
filtré por membrana de 0,22 pum. La electroforesis en una dimension se corrio en gel de
poliacrilamida al 15 %, con 10 mcL de Lp (12 mcg), Yy setifié con azul de Coomasie R-250.
Paralas 2 dimensiones, el Lp se disolvié en urea8 M, Triton X-100 al 2 %, anfolitos5/7 a 1,6 %y
anfolitos 3/10 al 0,4 %. La corrida se hizo en un Mini-Protean |1 (Bio-Rad), con una solucion
catédica 100 mM NaOH, y como anddica 10 mM H3PO4. Se sometidé a 750 V por 4,5 hs, y para
eliminar laurea se empled 62 mM Tris-HCI, 10 % glicerol, 2,3 % SDS, azul de bromofenaol, pH
6,8.

*Inmunotransferencia: las proteinas del SDS-PAGE se electro-transfirieron a una membrana de
nitrocel ulosa, se colocaron por 90 min en TRIS-buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6 con
3 % de leche descremada en polvo), se incubaron con suero de conegjo anti-Lp 1/100, por un lado, y
otras, con sueros humanos atépicos 1/10, por lanoche a4° C. Las primeras, se incubaron con una
IgG de cabra anti-congjo /2000 conjugada con fosfatasa alcalinapor 90 min, y las segundas, con
una anti-1gE-humana de cabra 1/1000, marcada con peroxidasa. Se revelaron con 4-cloro-1-naftol y
H,O, en PBS metanol.

*Métodos radioinmunolégicos: €l PRIST para losvaoresde lalgE séricatotal, y el RAST
para las IgE e 1gG especificas anti-Lp. El PRIST se midioen KU/L y el RAST-IgE en
PRU/mL, mientras que el RAST-1gG anti-Lp, anti-F33y anti-F38, semidié en KU/L. El RAST-
anti-Lp y anti-fracciones 33y 38, se hizo por launion covalentea pH 11 en discos Whatman n° 1
con bromuro de ciandgeno.

*RAST-inhibicién : valoralaespecificidad de lalgE-anti-L p, con otros antigenos no
relacionados con L p, como fue la Pa, los epitelios de gato y de perro y €l hongo anemdfilo
Alternaria aternata. Con pasos metodoldgicos similaresalos anteriores, la conclusién revel6 un
100% de especificidad inmune.

*Determinaciéon delosvaloresdelas|L-2, IL-4 elL-4R por ELISA : estas citoquinas se
detectaron con igual procedimiento quee de laPa.

*Pruebas cuténeas: los extractos de las gramineas (1/100), L p (1/100), y sus 14 fracciones,
esterilizados por Millipore (0,22 uM), seinyectaron en la caraexterna del brazo, con los controles
de histamina (1/1000), solucion fisiol6gica estéril y buffer fosfato (pH 7) con material descartable.
Las proteinas y hexosas sumaban 120 mcg/mL.

Seley6 alos 20 min cuando la histaminalogré su méximo de eritema-pdpula, y lasreaizo e
mismo profesional en horas de la mafiana

*Inmunoterapia (IT) : los30 polinicos constituyeron 3 grupos de 10 pacientes cada uno: (A) :
recibieron Lp total ; (B) : recibieron fraccién SP-33 (F33) y d (C) : recibio fraccion DP-38 (F
38). Seinocularon semanamente, desde 0,05 hasta 0,50 mL, por via subcutédnea en el brazo,
comenzando con 6 mcg de cada alérgeno hastallegar a 100 mcg, totalizando 15.600 mcg por
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persona. Luego de cadainyeccion, permanecieron 30 minutos en €l consultorio en observacion y
prevencion de una reaccion adversa.

*Andlisisestadistico : conlat de Student y el andlisis de lavarianza. La p<0,05 fue significativa.

RESULTADOS.

*Fraccionamiento por Sephadex G-50: selograron 3 picos proteicos, (tubos 13, 28 y 33), por
absorbanciaa 280 nm de DOy 3 picosde hexosas (tubos 2, 8 y 16), a 470 nm de DO, por
el método del indol.

*Fraccionamiento por DEAE-celulosa: se observan 4 picos proteicos (tubos 25, 38, 55y 359),
a 280 nm de absorbancia, con cambios de molaridad y pH. Se detectan 7 picos de hexosas (tubos
30, 56, 93, 192, 215, 281y 360), a470 nm de DO.

*Deter minacion cuantitativa de proteinas: Lp concentrado : 12.000 meg/mL ; Sephadex G-50
: tubo 13 : 50 meg/mL; tubo 28 : 150 meg/mL; tubo 33 : 2500 meg/mL; DEAE-celulosa: tubo 25 :
75 meg/mL; tubo 38 : 4500 meg/mL ; tubo 55 : 200 meg/mL y tubo 359 : 125 meg/mL.
*Determinacién cuantitativa de hexosas: extracto de Lp : 1400 mcg/mL % ; Sephadex G-50,
tubo n° 2 : 60 mcg/mL %; tubo n° 8 : 90 meg/mL % ; tubo n° 16 : 120 mcg/mL % ; DEAE-celulosa,
tubo n° 30 : 90 meg/mL % ; tubo n° 56 : 180 mcg/mL % ; tubo n° 93 : 40 mcg/mL %; tubo n° 192 :
150 meg/mL % ; tubo n°® 215 : 120 meg/mL % ; tubo n° 281 : 90 mcg/mL % y tubo n° 360 : 80
mcg/mL %.

*Pesos moleculares: por las bandas de precipitacién por lasinmuno-difusiones laabimina
sérica bovina/anti-albumina sérica bovina, por un lado, y, €l anti-Lp de conejo/fracciones 13, 28 y
33, y su transporte a una escala semi-logaritmica con € volumen de elucion en laabscisa, €l valor
para€l tubo n®° 13 fuede 68 kDa, parael n° 28 de 25,5kDa y parael n° 33 de 18 kDa.
*Técnicasinmunolégicas: e Ouchterlony revel6 bandas de precipitacion entre el anti-L p de
congoy e extracto de gramineas, 2 con el Lp y lafraccién n® 38, y unacon lasn® 33y 55. Los
sueros humanos fueron negativos.

Andlogo resultado se obtuvo con lainmuno-electroforesis. La electroforesis unidimensional del Lp
en SDS-PAGE a 15% visualizd varias bandas entre los 19 y 97 kDa. En la bi-dimensional, se
vieron 5 manchas o “spots” mayoritarios. El spot 1 present6 48,6 kDa con un pl de 3; los spots 2,
3y 4 poseian 31,5 kDa, y podrian ser isoformas de una proteina, con un pl entre 9y 10; €l spot 5,
revel6 21,8 kDa y se hallé en lazonabasica. Lainmuno-transferenciadel anti-L p exhibid bandas
entre los 28 y 97 kDa, siendo las més importantes lasde 37 y 40 kDa y 45 y 60 kDa, mientras que
otraslo hicieron entre 90 y 95 kDa.

L os sueros humanos anti-L p revelados con una anti-IgE de cabra, mostr6 bandas entre los 29y
97 kDa, las mas significativas entre los 37y 40 kDa, y entre los45 y 60 kDa. Otras menos
importantes se situaron entre 90 y 95 kDa.

*Métodos radioinmunolégicos: en e grupo control lalgE séricatotal fue de 13 a68 KU/L,
mientras que |os atépicos tuvieron entre 90 y 1250 KU/L, con un promedio de 472 KU/L. LalgE-
anti-Lp fuedeclase O en el control, y paralos atdpicos de clase 0 en 11 pacientes, de clase 1 en 11
y de clase 2 en 8 pacientes.

La IgE mono-especificarevel 6 valores significativos paralas fracciones SP-33, DP-38, DH-56
y DH-192.

LalgG-anti-Lp tuvo en los atdpicos un x de 391,4 KU/L, y en € control no superd 50 KU/L.
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LascitoquinasIL-2, IL-4 elL-4R, descendieron desded 2° afiodel T,y end 5°afio, la
significacion fuede unap < 0,02 paralalL-2, unap <0,01 paralalL-4 y unap < 0,001 parad IL-
4R.

*Pruebas cutaneas: loscontrolesfueron negativos paratodos |os alérgenos. Los atépicos
presentaron reacciones de eritema-papula mayor de 5 mm con la mezcla de gramineas, 1/100, Lp
1/100, lasfracciones SP-33, DP-38,y DH-56, 192 y 360.

*nmunoterapia (IT) : enlosgruposA, By C, descendiélalgE —anti-Lp a cabo delos5
anos. LalgG-anti-L p, seincremento en todos |os grupos.

Enel grupo A, lalT con Lp descendié la IgE-PRIST de 495 a 290 KU/L (p=0,20); enlos
gruposB (SP-33) y C (DP-38), desde 401 KU/L pasb a240 KU/L (p=0,20) y desde 520 KU/L
bajé a 235 KU/L (p=0,20).

El grupo A vacunado con L p mostré el descenso de lalgE-anti-Lp desde 0,99 PRU/mL a 0,23
PRU/mML (p < 0,05) y un ascenso delalgG-anti-Lp desde 379 KU/L hasta 940 KU/L (p = 0,10),
con mejoria sintomatica correlativa. El grupo B, vacunado con SP-33 mostré un descenso de la
IgE-anti-Lp de 1,34 PRU/mL a 0,40 PRU/mL (p<0,01), y delalgE-anti-SP-33 de 0,44
PRU/mL a 0,12 PRU/mL (p< 0,01), mientras que la 1gG-anti-Lp ascendié de418 KU/L a 970
KU/L (p=0,10) y lalgG-anti-SP-33 desde 132 KU/L a503 KU/L (p<0,05). El grupo C
vacunado con DP-38 mostré un descenso de la IgE-anti-Lp desde 1,02 PRU/mL a 0,29
PRU/mL (p=0,10),y de la IgE-anti-DP-38 desde 0,66 PRU/mL a0,21 PRU/mL (p < 0,05),
mientras que la IgG-anti-Lp ascendi6 desde 377 KU/L hasta 960 KU/L (p=0,10) y lalgG-
anti-DP-38 desde 114 KU/L hasta 444 KU/L (p<0,05). ###4-45

*Determinacién delosvaloresdelas|L-2, IL-4 elL-4R despuésdelalT : losvalores basales
fueron: parae grupo A, IL-2 de 172+ 110 Ul/mL; IL-4 de 230+ 110 Ul/mL e IL-4R de
2500 + 400 c.p.m; el grupo B : IL-2 de 190 = 120 Ul/mL; IL-4 de 265 + 100 Ul/mL e IL-4R de
3000 £ 600 c.p.m, y, e grupo C : IL-2: 250 + 105 UI/mL, IL-4 de 255 + 90 e IL-4R : 3000 + 650
c.p.m. Al cabo delos5 afios consecutivosde 1T , selograron estos valores con su significacion
estadistica: € grupo A: la IL-2 de 100+ 60 UlI/mL ;lalL-4 de120+ 60 Ul/mL y el IL-4R de
2000 + 200 c.p.m. con unap < 0.05; & grupo B: lalL-2 de 160 + 90 Ul/mL; lalL-4 de 100 + 60
Ul/mL y e IL-4R de 1200 + 250 c.p.m. con unap<0.001 y el grupoC: lalL-2de 180+ 80
Ul/mL; lalL-4 de 120 +75 Ul/mL, y € IL-4R de 1200 + 400 c.p.m., con una p<0.001.

Proyecto n° 3 : Hongo anemdfilo Bipolaris australiensis (Ba).

MATERIALES Y METODOS.

*Antigeno : Baesun hongo ambiental, teleomorfo, llamado también Cochliobolus sp, con
colonias de rpido crecimiento, difusas, de color grisamarrén negruzco, cuyaimagen inversa es
flocoso de color negro. Lamicroscopia muestra el desarrollo de color marrén claro pigmentado,
pseudoseptante con conidios geniculados o en zig-zag del talo. Los conidios son producidos a través
de poros en la pared del conidiéforo (poroconidia) y son rectos, fusiformes o elipsoidales,
redondeados en ambos extremos, lisos a finamente rugosos y con germinacion solo en |os extremos
(bipolar). El género Bipolaris contiene cerca de 45 especies que son, sobre todo, subtropicalesy
parasitos de plantas tropicales, sin embargo, varias especies, en particular Ba, B. hawaiiensisy B.
spicifera, estén bien documentados como patdgenos humanos. Las manifestaciones clinicas
incluyen la queratitis micotica, lafeohifomicosis subcutaneay sinusal, la peritonitis en pacientes
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con didlisis peritoneal continua ambulatoriay en infecciones cerebrales, tanto en normales como en
inmunosuprimidos.

Drechdera, Bipolaris, Curvulariay Exserobilum estan relacionadosy la diferenciacion de los
géneros se basa en una combinacion de caracteres incluyendo laforma de los conidios, la presencia
0 ausenciade un hilo que sobresale, el contorno de la porcion basal del conidioy su hilo, y, enla
secuenciay lalocalizacion de |l os septos.

Se han descripto casos de infecciones importantes en inmuno-suprimidos y en atépicos, como la
sinusitis aérgicaflngica (SAF). 474849505152

El antigeno que se empled fue preparado segun la metodologia de Frugoni y Hansen en su texto
clésico. Su contenido proteico por € Bradford fue de 13 mg/mL y la deteccion de hexosas también
fue positiva por e método del indol, lo cual permite sospechar |a presencia de glicoproteinas.
*Pacientes: se estudiaron 12 varones derivados de la Catedra de Otorrinolaringologia, con edades
entre los 22 y 39 afios, con el diagndstico de SAF, corroborado por los estudios especializados y
por € cultivo micolégico. Todos elos eran atdpicos, con historia heredo-familiar, y con una IgE-
séricatotal (PRIST) elevadade 230,50 + 115,39 KU/L. Padecian unarinitis crénica, que trataban
con aerosol es descongestivos o farmacos antihistaminicos anti-H1 con y sin vasoconstrictores.
Ninguno padecia de asma bronquial. No empleaban otros farmacos, no eran fumadores, y firmaron
el consentimiento informado requerido. *>+>>°¢%7

*Pruebas cuténeas: se realizaron micropdpulas de 0,025 mL, con alérgenos ubicuos del hébitat,
y el extracto de Ba, con lecturaalos 20 min, y controles de histamina 1/1000 y solucién fisiologica
pH 7,2. Fueron realizadas por e mismo profesiona y en horas de la mafiana. Los 12 pacientes
resultaron positivos (> 20 mm), al extracto de Ba. Ninguno sufrié una reaccion adversa.

*M étodos radioinmunoldgicos : lalgE-séricatotal (PRIST) se midi6 en condiciones basales, y
luego de cada afiode IT hasta los5 afios, y se midié en KU/L ; lalgE-anti-Ba, y lalgG-anti-Ba,
se midieron por RAST, desde el iniciodela IT hasta los5 afios de lamisma, y se midieron en
PRU/mL (Phadebas Rast Units), en clases de 0-0,35; 0,35-0,70; 0,70-3,50; 3,50-17; 17-50 y 50-
100, y més de 100 PRU/mL.

*Inmunoterapia (IT): a poseer unalgE-anti-Ba, pruebas cuténeas positivas a Ba, y la SAF, se
les propuso lal T paravalorar suincidencia en su evolucién clinica.

Delos 12 pacientes, 5 de ellos NO aceptaron lal T, por razones laborales, de distanciay de escasa
credibilidad en lamisma, por lo cual se comportaron como un grupo control atépico sin I T, que
aceptaron dado que debian concurrir para su control periédico. Asi, los 7 que aceptaron lal T,
recibieron dosis semanales del extracto de Ba por via subcuténea en e brazo, desde una dilucion
1/100.000 hastalade /10 alo largo de los 5 afios programados.

Los que NO hicieron vacunoterapia, realizaron tratamiento sintomético para su rinitis perenne, y,
eventual mente, instilacion de los senos paranasales con anfotericina-B o itraconazol, segun la
evolucion de su SAF.

RESULTADOS.

Los 7 pacientes vacunados, sin medicacion anti-fungica, solo recibieron tratamiento sintoméatico
parasu rinitiscronica. Iniciaronla I T con Ba, y eran controlados en € acto de su vacunacion, por
posibles reacciones locales y/o generales. Las modificaciones de los valores séricos de las IgE e 1gG
especificas anti-Ba, obtenidos por |os métodos radio-inmunol égicos, se consignan en las Tablas 1y
2.
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Se advierte que lalgE-anti-Ba en el grupo vacunado experimentd cambios significativos, ya que,
antes de la vacunacién sus valores eran de 0,985 * 0,455, y que después de la vacunacién dichos
valores fueron de 0,29 + 0,165, donde lap < 0,02. Enlos NO vacunados, los dosges de las IgE-
anti-Ba, sufrieron escasas modificaciones pues de valores inicidesde 1,02 + 0,327 a los5 afios
se detectaron 1,12 + 0,318 con una p = 0,50, no significativa.

El dosge por ELISA delas IL-2,1L-4elL-4R, del grupo vacunado por 5 afios, fue concordante
con €l descenso de lalgE-anti-Ba, y, €l ascenso de la lgG-anti-Ba, como un indice més de la
actividad delal T sobre el sistemainmune del atopico, induciendo una “reeducacion” del mismo.
La IL-2 descendi6é hastavalores con unap < 0,02 respecto a basal, lalL-4 mostr6é una
p<0,01,y, € receptor I1L-4R tuvo un descenso p < 0,001, lo cua llevaa sospechar que su
funcionalidad se halladisminuida por menor estimulo delalL-4.

El grupo que NO recibio IT sblo mostré ligeros cambiosen los nivelesde las citoquinas, pero
cuya significacion fue una p = 0,50, independientemente de los tratamientos

otorrinolaringol 6gicos recibidos.

LalT modifico lalgG-anti-Ba en los 7 pacientes, de lasiguiente forma:

paciente n° 1 : basal 50 Ul/ml asciende alos5 afios a 150 Ul/ml;

paciente n° 2 : basal 44 Ul/ml, alos 5 afios : 280 Ul/ml ;

paciente n° 3 : basal 32 Ul/ml , alos5 afios : 350 Ul/ml;

paciente n° 4 : basal 68 Ul/ml , alos5 afios: 190 Ul/ml;

paciente n® 5 : basal 12 Ul/ml, alos 5 afios: 170 KU/ml ;

paciente n® 6 : basal 24 Ul/ml, alos5 afios: 140 Ul/ml, y,

pacienten® 7 : 28 Ul/ml , alos 5 afios : 235 Ul/ml.

La estadistica sefidla que la |gG- anti-Ba del grupo vacunado muestra 36,85 + 18,61 Ul/ml como
valores basalesy 216,42 Ul/ml £ 76,34 Ul/ml alos 5 afios, con unap < 0,001.

Con respecto a grupo NO vacunados con Ba, los valores son :

paciente n° 8 : basal 33 Ul/ml y paralos 5 afios: 40 Ul/ml;

paciente n®° 9 : basal 100 UI/ml y alos 5 afios : 140 Ul/ml;

paciente n° 10 : 20 Ul/ml, y alos 5 afios, 30 Ul/m;

paciente n° 11 : basal 40 Ul/ml y alos 5 afios, 50 Ul/ml, y,

paciente n° 12 tuvo un basal de 50 Ul/ml y alos 5 afios tuvo 70 Ul/ml.

Laedadistica sefid6 que la 1gG-anti-Ba de los NO vacunados, NO mostré cambios, dado que
los valores inicialeseran 48,6 + 30,73 Ul/ml, y, a los 5 afios : 66 £ 43,93 Ul/ml, con una

p = 0,50.

La SAF es unaentidad clinica novel que agueja alos sujetos atGpicos sanos, mientras que, pacientes
inmunocomprometidos sufren serias micosis en |os senos paranasales y cavidades anexas.
Publicaciones previas probaron |a participacion de varios hongos aneméfilos en la patol ogia
broncopulmonar; asi, Aspergillus fumigatus, Rhizopus nigricans, Mucor mucedo, Penicillium
notatum, Absidia sp., entre otros, se vincularon con inflamaciones e infecciones crénicas del arbol
respiratorio. Realizamos una modesta experiencia en cobayos y valoramos la capacidad de Ba para
inducir unainflamacion crénica de la mucosa respiratoria debida a los componentes metabdlicos del
hongo (p.gjem. proteasas), y no ala presenciadel mismo, tal como se demostré en la ABPA con las
enzimas del Aspergillus fumigatus. Estos péptidos, se comportan a su vez, tanto en animales como
en los humanos, como potentes antigenos promoviendo una respuesta inmune especifica, con
anticuerpos, citoquinas e infiltrados celulares macrofago-linfocito dependientes. La sintesisde la
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IgE podria coadyuvar en el empeoramiento de lainflamacion, no obstante no detectarse mastocitos

en las histopatol ogias estudiadas. La presencia de lalgG estimularia alos macréfagos a través de su
RFc-y, aunque la respuesta inmune es tipicamente del tipo IV de Gell & Coombs, con sus variantes

IV-a, IV-b, IV-cy IV-d. El empleo de anticuerpos anti-CD4+ y anti-CD8+ ratificd la abundancia de
ambas poblaciones linfocitarias.

DISCUSION.

Se presentan 3 modelos humanos de hipersensibilidad a aérgenos del habitat. Todos ellos eran
enfermedades respiratorias atdpicas, cuyas bases genéticas fueron expuestas. Esta inflamacién
cronica de la mucosa respiratoria, posee numerosas formas de tratamiento, alivio y mejoria,
modificando € infiltrado celular, y losfactores que de él dependen. Aqui, exponemos | os datos
hallados a emplear una forma de terapiainmunol 6gica, como es la vacunoterapia con aérgenos, o
inmunoterapia (I T), que se aplica desde Noon y Freeman, en 1911.

Creemos que lal T esago més que un tratamiento exitoso, y que “reeduca” alas células
involucradas en esta patologia, y, que esunaforma epigenética de devolverle la “normalidad” a
ese genoma, sin aterar su constitucion intrinseca, pero modificando e comportamiento de alguno
de los elementos constitutivos del nucleo celular, que “silenciarian” por un tiempo poco
definido alin, €l errbneo comportamiento de los genes de los atdpicos y suincesante lucha
contra un medio-ambiental “hostil” por las particulas (glicoproteicas) de muy variados origenes
guelo acosan.

Lainmunoterapia significa la readaptacién del atdpico aunamejor calidad de vidacas similar a
la del no-atopico, y se congtituye asi, hasta ahora, en el Unico tratamiento posible, accesible, y que,
requiere mucha mas investigacion acercade la mejor via de administracion (subcutanes, oral,
sublingual, por aerosol), tal como lo manifestdé en 1998, la OMS en su Informe Técnico sobre
Inmunoterapia en Alergia.

Seradetrascendental importanciaé poder vincular las modificaciones citol 6gicas, los valores de
las IgE e I1gG, y de las IL-2, IL-4 e IL-4R, antes y después de lainmunoterapia, con los
cambiosdel ADN y sus posibles metilaciones, u otros cambios fisicoquimicos en las histonasy
enzimas gque intervienen, a igual que enlos ARNi y ARNmi, detectando secuencias metiladas en
los genes, asi como, inhibicion de las kinasas dependientes de las ciclinas p15, p16 y RASSF1A.
La inmunoterapia subcutédnea al incentivar alas poblaciones linfoideas residentes en los ganglios
linféticos regionales desencadena un mecanismo de procesamiento y presentacion antigénicos, que
induce alas células dendriticas, alos LT-CD4 , LT-CD8y LT-Reg, asi como, alos LBy alos
plasmocitos, a desarrollar una respuestainmune especifica contra el alérgeno, pero que, a cabo de
cierto tiempo de reiteracion, le provoca cambios sub-celulares poco conocidos, modificando su
estrategia original regida por el c6digo atdpico, en un activo mecanismo para contrarrestar 10s
efectos del etéreos del aérgeno en € organismo (mucosa respiratoria en estos 3 casos).

Esta presion, éticamente aceptable, que desde el exterior gercemos sobreel sistemainmune del
atépico con € propésito de mejorar su condicidn clinica, creemos gque es unaformade
epigenética para € atdpico, y alin para sus descendientes, basados en |os hallazgos de aquella en
|a embriogénesis humana,>">8°9-60-61-62
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TABLA 1.

Valores delalgE séricatotal y especifica antes y después de lainmunoterapia.

IgE basal IgE-RAST-basal IgE-RAST-anti-Ba
KU/L anti-Ba. después de 5 afos.
(PRU/mL) (PRU/mL).
Pac n°
1: 130 1,40 0,20
2: 162 0,45 0,10
3: 184 0,65 0,30
4: 220 0,60 0,40
5: 145 1,70 0,35
6: 370 1,10 0,10
7: 135 1,00 0,60

Grupo Control gue no realizdé vacunoterapia :

8: 600 0,90 0.90
9: 120 1,20 1,50
10: 330 0,80 1,20
11: 410 0,70 0,70
12: 280 1,50 1,30

Vaor promedio delalgE séricatotal basal de la poblacion estudiada :
230,50 KU/L con un DE + 115,39 KU/L.

IgE especifica: grupo vacunado : antes: x : 0,985 PRU/mL con un DE + 0,455
PRU/mL ; despuésde5 afios: x : 0,29 PRU/mL con un DE + 0,165 PRU/mL.
p <0.02.

IgE especifica: grupo no vacunado : antes: X : 1,02 PRU/mL con un DE + 0,327
PRU/mL ; despuésdeb5 afios: x : 1,12 PRU/mL con un DE + 0,318 PRU/mL.
p=0,50
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TABLA 2

ValoresdelalgG séricaespecificaantes y después de lainmunoterapia.

|gG-RAST -basal IgG-RAST-anti-Ba.
Anti-Ba. después de 5 afios
1: 50 150
2: 44 280
3: 32 350
4: 68 190
5: 12 170
6: 24 140
7: 28 235

Grupo control que no realizd vacunoterapia :

8: 33 40
9: 100 140
10: 20 30
11: 40 50
12: 50 70

1gG-RAST-grupo vacunado : basal : x : 36,85 Ul/ml conun DE + 18,61 Ul/ml ;
Alos5afios: x : 216,42 Ul/ml con un DE + 76,34 Ul/ml ; p <0,001.
IgG-RAST-grupo no vacunado : basal : x : 48,6 Ul/ml con un DE £ 30,73 Ul/ml ;

A los5afios: x : 66 Ul/ml conun DE + 43,93 Ul/ml; p=0,50.
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Fico profeicn de Pa por columna de Sephades G - 200
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Plco protetoe de Pa por DEAE-celulosa.
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Figura 2
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Picos de hexosas de Pa por Sephadex G-200.
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. Cuchterlony: P es Pa; G
es Blatta germanica; S: suero-anti-
Pa. Hay identidades entre ambos
extractos.
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Figura 5
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. Pesos moleculares de mar-
cadores y de Pa.
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Figura 6
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Figura 7

_ Isnelectroento-
que entre Ti (A} y Pa (B).
Bandas comunes a igual pl.
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Figura 8

} Bandas si-
milares a Iguales kDa:
Electroforesis en gel de
poliacrilamida de ex-
tractos de Iriatoma In
festans (T1) y Periplanelu
arnericana (Pa).
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Figura 9

B - Bandas detectacas por 2 antisueros diferentes, Erwsuyos de reactivicud
auzada enire los extractos de Triatoma infestans (Ti) y Peripianeta umericana (Pay).
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Pasage demareadeses proteicos' pos i calimin de Sephadex 030

1) Albgmina séries bovita: PM 66 kDa
#) Albfiming e huevo: PR 435 kDa

3) Pepuitia: P 34,7 kDa

Ay Iripsindgenc: PRA 24 kDa

3 Belactogiobuling FM 15,4 kDa

f) Ligodimia: P 143 1cDa




