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RESUMEN

En este trabajo se determind la capacidad alergénica del polen de Fraxinus sinensis (Urapdn) y. Cecropia sp
(Yarumo), en pacientes con alergia respiratoria de la ciudad de Bogotd. De un total de 207 pacientes a quienes se les
realizaron pruebas dérmicas de alergla, 20(9.66%) fueron positivos al F. sinensis y 6 (2.9%) al extracto de Cecropia
sp. La alergenicidad fue confirmada por determinaci6n de Inmunoglobulina E (IgE) especifica. De los 20 pacientes
positivos a F. sinensis, s610 6 accedieron ala toma de la muestra de sangre, de los cuales 5 mostraron reconocimiento
del extracto. Las bandas principalmente detectadas por IgE, utilizando inmunodeteccién después de Ia separacién
por SDS-PAGE e IEF fueron las de 95 y 64 kd de peso molecular y 6.3 y 5.6 de PI. Cuando se compard la presencia
de proteinas alergénicas de reaccién cruzada, el extracto de Olea europaea result6 contener mayor concentracion
de alergenos relevantes que los extractos de F. velutina, F. pennsylvanica, F. latifolia y F. americana. En razén del
ba]o nimero de muestras de suero obtenidas de pacientes alérgicos, no es posible establecer un alergograma para el
extracto del polen del Fraxinus sinensis. Con respecto de la Cecropia, ninguna de las pruebas in vitro realizadas,
mostraron resultados positivos, lo cual no permitié obtener conclusiones relevantes. Estos resultados muestran la
necesidad de continuar con investigaciones que permitan caracterizar alergenos propios de nuestra atmésfera para
optimizar el diagndstico y tratamiento de pacientes alérgicos Colombianos.

ABSTRACT

The allergenic capabilities of the pollen of Fraxinus sinensis (Urapdn) and Cecropia sp. (Yarumo) were determined
in patients with respiratory allergies in the city of Bogotd. Of atotal 0f 207 patients who were subjected to the relevant
allergy skin tests, 20 (9.66%) were positive for F. sinensis and 6 (2.9%) for the extract from Cecropia sp. The
allergenicity was confirmed by the determination of specific Immunoglobulin E (IgE). Of the twenty patients
positive forF. sinensis, only 6 of them allowed forablood test, and 5 of these showed a positive reaction to the extract.
The bands mainly detected by IgE, using immunodetection after separation by SDS-PAGE and IEF, had molecular
weights of 95 and 64 kd and IP*s 0f 6.3 and 5.6. When compared to other allergenic proteins according to their cross-

. reactivity, the extract from Olea europaea was found to contain a higher concentration of relevant allergens than the
extracts from F. velutina, F. pennsylvamca, F. latifolia and F. mericana. Dug to the small number of serum samples
obtained from allergic patients, itis not possible to do an allergogram for the pollen extract of Fraxinus sinensis. ‘As
for Cecropia, none of the in vitro'tests that were done showed positive results, which makes it impossible to draw
relevant conclusions. These results demonstrate the need of more research that characterizes the allergens peculiar
to our atmosphere in order to optimize the diagnosis and treatment of allergy patients in Colombia.

PALABRAS CLAVE: Alergenos, Fraxinus sinensis, Urap4n, Cecrapid sp, Yarumo, Polen. 4

INTRODUCCION . N . ble con st medio ambiente. Dentro de las aler-

: R o L , gias las més frecuentes son las respiratorias: el
La enfermedad alérgica es una patologia que  asma y la rinitis. El contacto repetido de los
afecta cerca del 15% de la poblacién mundial  alergenos con células del sistema inmune de
(Wuthrich 1989, Eaton 1982) y se produce por  individuos susceptibles, resulta en la produccién
una relacién inadecuada del individuo suscepti-  decantidadeselevadas deIgE, moléculaefectora
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de la patologia alérgica. La degranulacion de
mastocitos inducida por launién de la IgE con el
alergeno, produce laliberacién de mediadores de
la inflamaci6n que desencadena los sintomas
alérgicos. '

Uno de los principales factores desencadenantes
de esta enfermedad son los alergenos, una clase
particular de antigenos que se encuentran sus-
pendidos en la atmdsfera del ecosistema en el
cual vivimos. De estos sobresalen los granos de
polen, 4caros, epitelios de animales y esporas de
hongos entre otros. Los aeroalergenos estén cons-
tituidos por una mezcla de macromoléculas de
1as cuales solo una pequefia parte de su compo-
nente fiene importancia patogénica. Estas son
denominadas protefnas alergénicas mayores, in-
termedias y menores y constituyen tan solo el
10% -del contenido proteico de un extracto
alergénico.

La baja concentracién de protefnas alergénicas
con respecto al total en un extracto, hace necesa-
ria su identificacién y caracterizaci6n para esta-
blecer la o las proteinas capaces de inducir una
respuesta de hipersensibilidad inmediata media-
da por IgE. La caracterizacién que consiste prin-
cipalmente en la determinacién del peso
molecular, punto isoeléctrico, secuencia y con-
formacién estructural, es importante para la
estandarizacion de los extractos utilizados a ni-
vel mundial en pruebas dérmicas y en
inmunoterapia para el diagnéstico y tratamiento
de los pacientes-alérgicos, no sélo para asegurar
la presencia y cantidad de las proteinas
alergénicas, sino también para establecer la po-
tencia de los extractos utilizados en la practica
alérgica (Yuginger 1984, Helmet al. 1984, Reed
et al. 1989, Platts-Mills er.al. 1991).

La purificacién de estas protefnas basada en
métodos de separaci6n _por peso molecular y
punto isoeléctrico, ha sido ampliamente utiliza-
da en experimentacién in vitro para dilucidar el
papel de los alergenos en la respuesta de tipo
alérgico, como reconocimiento de epitopes de
células T (Ebner et al. 1995), respuesta humoral
no mediada por IgE (Harfast eral. 1995, Kolbe et
al. 1994), restriccion por moléculas del comple-

jo mayor de histocompatibilidad y citoquinas
(Van Neerven et al. 1994, O’Brien et al. 1995)y
estudios de mecanismos fisiopatol6égicos de la
enfermedad (Ciprandi et al. 1994).

Por otra parte, dada la utilizacion de extractos
alergénicos de pafses estacionales en las pruebas
dérmicas realizadas en Colombia, se hace nece-
sario el estudio de los granos de polen autéctonos,
de manera que se pueda optimizar el diagndstico
yeltratamiento de las enfermedades alérgicasen
Colombia.

En estudios previos de aerobiologia realizados
en la atmdsfera de la ciudad de Bogot4, se esta-
blecié la presencia del'polen del drbol Fraxinus
sinensis (Urap4n) con una contribucién de cerca
del 32% del total de granos de polenrecolectados
y Cecropia sp.(Yarumo) con un 8% (Leal et al.
1993, Hurtado et al. 1989). F. sinensis, drbol
introducido en el paisaje de la ciudad de Bogota
en la década de los 40, pertenece a la familia
Oleaceae, en la cual se agrupan drboles con polen
alergénico como la especie Olea europaea, uno
de los principales alergenos de paises del medi-
terraneo (Melillo er al. 1985) y Fraxinus (Ash),
alergeno ampliamente reconocido en Estados
Unidos. Los extractos del polen de las 4 especies
de Fraxinus mas importantes en la patologia
alérgica, F. velutina, F. pennsylvanica, F. latifolia
y F. americana, son rutinariamente utilizados en
las pruebas dérmicas por alergistas americanos.

Por su parte, Cecropia, a pesar de no crecer en
pisos térmicos frfos, es la tinica plantanativa con
recuentos significativos en la atmésfera de Bo-
gota. Pertenece, al igual que Urticay Parietaria,
a la familia Moraceae, destacdndose estos dos
tdltimos géneros por su gran poder alergénico
(Weber et al. 1985).

En este trabajo se estableci6 el papel del polen de
F. sinensis y Cecropia sp. en la induccién de una
respuesta de hipersensibilidad inmediata en pa-
cientes con alergia respiratoria de la ciudad de
Bogot4, basados en la frecuencia con la cual el
polen de estos drboles se presenta en laatmésfera-
de la ciudad y su relacién botdnica con plantas
alergénicas. Esto se realiz6 a través de la deter-
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minacién de su capacidad alergénica, la caracte-
rizacién por peso molecular y punto isoeléctrico
de las proteinas de los extractos acuosos de estos
granos de polen reconocidas por IgE especifica
de pacientes alérgicos, y la evaluacién de la
reactividad cruzada del polen de F. sinensis con
plantas botdnicamente relacionadas.

MATERIALES Y METODOS

Polen de Fraxinus sinensis

El polen fue recolectado tomando flores mascu-
linas de diferentes drboles, suspendiéndolas y
manteniéndolas a temperaturas. elevadas para
evitar contaminacion especialmente por hongos
ambientales. Las flores al secarse, liberaron el
polen, el cual fue recogido en papel de filtro y
envasado en tubos estériles. ,

Polen de Cecrbpia sp ‘

El polen fue recolectado por Ramiro Fonnegra,
de la Universidad de Antioquia, de plantas de los
alrededores de la zona suburbana de Medellin.
Se recibieron flores completas, secas, las cuales
se pulverizaron mecédnicamente debido a la im-

posibilidad de liberar el polen exclusivamente.

Extractos alergénicos

Se prepararon extractos acuosos (10% p/v) del
polen de Fraxinus sinensis y de Cecropia sp'en
una solucién de Carbonato de Amonio 0.1 M, en
agitacién por 48 horas a 4°C (T rodeau et al.
1991).

Los extractos se clarificaron por céntrifugacién
a 15.000 g por 15 minutos en centrifuga refrige-
raday seesterilizaron através deun filtro de 0.22

mm. (Millipore Corporation, Bedford M. A.).La -

concentracién de protefnas se determinG por la
técnica de Lowry (Lowry et al. .1951). Esta
preparaci6n se utiliz6 .para las pruebas
bioquimicas. Para las pruebas dérmicas se reali-
26 una dilucién posterior al 50% en glicerina.

Grupos de estudio

Se tomaron 207 pacientes que presentaban aler-
giarespiratoria (asmay/orinitis), procedentes de
la consulta de alergia del Hospital Infantil Uni-
versitario Lorencita Villegas de Santos, del con-
sultorio de! Dr. Francisco Leal y delaconsultade
Alergia de la Fundacién Santa Fe de Bogoté
(Elizabeth Garcfa).

A los pacientes se les practicaron pruebas
dérmicas para los inhalantes y los. alimentos
alergénicos mds comunes, incluyéndose ademds
los dos pélenes en estudio. Como control positi-
vo se utilizé una solucidn de histamina 1 mg/ml
en glicerol al 50%, y como control negativo,
solucién salina. Las pruebas se realizaron por
técnica epicutdnea de puntura (prick test) y los’
resultados fueron registrados en una hoja disefia-
da para tal fin.

Las lecturas se hicieron por el sistema de cruces
0 a 4, segtin los milimetros de induraci6n. Estas
lecturas son netas restando la induracién del
control negativo. Setomdel siguiente pardmetro:
de 1-4 mm: 1+ ; de 5-8: 2+ ;de 9-12: 3+ y>12:
44 (Norman 1988, Herbert et al. 1980).-

A los pacientes que mostraron algiin grado de
positividad al extracto de Fraxinus sinensis.y
Cecropiasp. seles solicité muestra de suero para
realizar determinacién de IgE especifica, SDS-
PAGE, IEF y Western blot, los cuales fueron
denominados grupo 1.

Grupo 2: 8 individuos sin patologia alérgica
evidente con pruebas dérmicas negativas a todos
los extractos utilizados. '

Separacion Electroforética

La SDS-PAGE de los extractos del polen de
Fraxinus sinensis'y de Cecropia sp, fuerealizada
en geles poliacrilamida con gradientes ‘del 4-
20% (Ready gels. BIO-RAD. California. USA),
utilizandoel sistema buffer descrito por Laemmli
(1970),a 150 v constantes durante 1 hora, en una
c4dmara de doble celda Mini protean II (BIO-
RAD). Después del corrido electroforético, los
geles fueron coloreados con azul brillante de
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Coomassie R-250 (BIO-RAD) (Fazekas et al.
1963). Los geles que se usaron para la trasferencia
no fueron coloreados. Se utiliz6 un patrén de
bajo rango de peso molecular para SDS-PAGE
de21.9- 142.9 kd precoloreado (BIO-RAD, cat.
N°-161-0305). Para marcar el inicio y fin de la
corrida se utiliz6 pironina (Sigma P-6892).

Las protefnas separadas electroforéticamente
fueron trasferidas a papel de nitrocelulosa (NC)
de 0.45 mm (BIO-RAD), utilizando el método
descrito por Towbin et al. (1979). La trasferencia
electroforética se realizé a 250 mA constantes
por 2 horas en buffer tris 25 mM; glicina 129
mM; Metanol 20%, -en una celda para’ mini
trasferencia (BIO-RAD). La eficiencia de la
trasferencia se controlé por la evidencia de las

bandas del patrén de peso molecular en el papef

de NC. Posteriormente, las membranas de NC se
bloquearon con leche descremadaal 3% en buffer
TTBS pH 7.5 (tris 10 mM- NaCl 150 mM-tween
20 0.1%) (Batteiger et al. 1982).

Las membranas de NC se cortaron en tiras de 0.5
cm ‘de ancho y se incubaron durante toda la
noche en agitacién, a temperatura ambiente, con
los sueros de los pacientes atGpicos y el grupo
control, diluidos 1:10 en TTBS. Posterior a la
incubaci6n, las membranas se lavaron 3 veces
con TTBS ¥y se incubaron con un antisuero anti-
IgE humana marcado con fosfatasa alcalina
(Sigma Chemical CO. A-3525) endiluci6n 1:100
en TTBS, por 1'1/2 hora. A continuacién, las
membranas se lavaron al igual que en la primera
incubaci6n y se revelaron por adicién de BCI-p
0.015%-NBT 0.03% en una solucién de buffer
tris salino (tris 100 mM-NaCl 100 mM-MgCl2 5
mM) como sustrato, hasta la aparicién de las
bandas. La reacci6n se frené con agua destilada.

El peso molecular aproximado de las bandas
observadas, fue calculado realizando una curva
de calibraci6n, graficando el logaritmo del peso
molecular contra la movilidad relativa de cada
proteina (Lambin 1978, Neville 1971).

Isoelectroehfoque

El IEF analitico fue realizado en geles de
poliacrilamida prehechos con gradientes de pH

3.5-9.5 (Ampholine PAG plate, Pharmacia-LKB,
Uppsla, Sweden). aproximadamente. 41 ml del
extracto que contenia 100 mg de proteina, fueron
aplicados sobreel gel y corridoa 1500V, 50mA,
30 W por 1 hora. Patrones de punto isoeléctrico
de amplio rango (4.45-9.6) fueron corridos para-
lelamente (BIO-RAD).

Después de la electroforesis, los geles fueron
fijados en 4cido Tricloroacético 11.6%-
Sulfosalicilico 3.4% por una hora y coloreados
con azul de coomassie R-2500.116% (Laborato-
rios BIO-RAD). Los geles para trasferencia a
membranas de celulosa no fueron coloreados.La
electrotrasferencia fue realizada en buffer tris 48
mM-glicina 39 mM-SDS 0.037%-metanol 20%
a 1200V, 145 mA, 50 W por 3 horas utilizando
la cdmara de trasferencia semiseca Nova Blot.
(Pharmacia-LKB). Una porcién de NC que con-
tenfa los patrones de Pl y los extractos alergénicos,
fue coloreada con una solucién de tinta china
(pelikan) 1 mi/ml en PBS/T, toda la noche para
controlarlaeficienciadelatrasferencia (Hancock
et al. 1983). La inmunodeteccién de las bandas
de protefnas reconocidas por IgE fue realizada
como se describe para el SDS-PAGE.

Inmunoglobulina E Especifica (RAST)

Placas para Elisa marca Costar, fueron cubiertas
con una solucién de los extractos a uria concen-
tracién de 10 mg/ml en buffer carbonato/bicar-
bonato pH 9.6 e incubadas durante 3 horas a
37°C, y posteriormente, toda la noche a 4°C. Los
lavados se realizaron con PBS 0.1 M-Tween 20
0.05% (PBS-T). Los sitios libres de la fase s6lida
fueron bloqueados con una soluci6én de leche
descremadaal 1% enPBS, por | horaa37°C. Los
sueros se utilizaron sin diluir, se incubaron du-
rante 1 hora a 37°C en cdmara himeda y se
lavaron con PBS-T.

Posterior a la adici6n de un antisuero anti-IgE
conjugado con fosfatasa alcalina, en una dilu-
cién de 1:500 en PBS (Sigma A-3525) durante
una hora a 37°C y de lavados cen PBS-T, la
reaccién se evidenci6 utilizando como sustrato
p-nitrofenil fosfato (sigma 104) en buffer
dietanolamina pH 9.8 a 1 mg/ml. La absorbancia
fue cuantificadaenun lector para Elisa multiskan
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M/430 (Labsystem) a 405 nm. Para establecer el
punto de corte, se utilizé la media de los valores
de absorbancia de las muestras negativas y se le
adiciond el valor de 2 desviaciones estandar.

Inhibicién del Rast

Para determinar lareaccién cruzada se utilizaron
extractos de F. sinensis (preparado como se
describe anteriormente), F. velutina, F.
pennsylvanica, F. latifolia, F. americanay Olea
europaea (Greer Laboratories, Inc. Lenoir, NC).
Las placas se sensibilizaron igual que para el
RAST. 50 ml de un pool de los sueros de los 5
pacientes positivos a F. sinensis por pruebas

dérmicas y RAST, diluidos 1:2, se mezclaron
con 50 m! de cada uno de los extractos a probar
en diferentes concentraciones y se adicionaron a
los pozos sensibilizados. Seincubé todalanoche
a temperatura ambiente, se lavé con PBS-Ty se
adicion6 100ml de anti IgE humana marcadacon
151, Después de incubar toda la noche a tempera-
tura ambiente y lavar, la radioactividad se deter-
miné en un contador gama (Ceska et al. 1972).
Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de la

_ inhibicion del RAST.

En una curva semilogaritmica se determiné la
concentracién del extracto de prueba requerida
para inhibir el 50% de la reaccién (Adolphson et
al. 1980, Swanson et al. 1987).

EXTRACTO % EXTRACTO % EXTRACTO %
Fraxinus sinensis 9.66 Epitelio de gato 435 Artemisa i2
Cecropia sp. 29 Arracacha 33 Llantén 145
Mezcla pastos 12.7 Rye grass 8.3 Ragweed 10
Acacia 19.1 Alnus sp. 1.7 Amaranthus sp. 159
Sauce 8.21 Mosca 30 D. pteronissinus 60.4
Epitelio de perro 9.66 Blue grass 23 Fraxinus americana 12.1
Chenopodium sp. 12 Alternaria sp. 242 Lana 2.42
Dermatophagoides farinae  68.12 Thimoty grass 10.1 Pollo 7.94
Polvo casero ©23.67 Maiz 8 Huevo 72
Mezcla de Hongos 127 Tabaco 1.59 Trigo 5.31
Hormodendrum sp. 6.7 Mariscos - 20 Soya 435
Eucalipto’ - 125 Lulo 127 Tomate 2.90
Ciprés 173 Blomia 10 Leche 2.42
Candida 113 Camarén 10 Manzana 6
Fresa 4.7 Mani 33 Papa criolla 8.7
Banano 8.7 Guayaba 4.7 Tomate de 4rbol 9.3
Naranja 6.7 Arroz 2.7 Curuba 26
Chocolate i 6 Diente de Le6n 58 Aguacate 6.7
Mango 73. Cucaracha 179 Yuca 73
Papa .33 Aspergillus sp. 3.86 Papaya 1.7
Café 1.7 Rumex “sp. 9.18 Pescado 16
Ajo 13 Penicillium sp. 6.28 Frijol 0.7
Apio 33 Bermuda grass 23.8 Arveja 1.3
Zanahoria 2.7 Lenteja 13 Mora 0.7
Uva 33 Atin 8.7 Pifia 2
Came de res 2 Limén 2 Mandarina 1.3
Mandarina 1.3 Garbanzo 33 Maracuy4 2.7
Aziicar - 2.7 Southem grass 8.7 Mezcla plumas 7.73

Cebada 47

Tabla 1. Porcentaje de positividad a los extractos utilizados en las pruebas dérmicas en los 207 paciéntes
estudiados. Cada paciente puede presentar positividad a més de un extracto alergénico.
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PACIENTES POSITIVOS PRUEBAS DERMICAS RAST
Fraxinus lsine;’nsis :
1. 4+ Positivo
2. 4+ Positivo
3 4+ Positivo
4 2+ Positivo
5 2+ Positivo
6 I+ Negativo
7 2+ ) ND
8 2+ ND
9 2+ ' ND
10 3+ ND
11 4+ ND
12 3+ ND
13 1+ ND
14 ) 2+ ND
15 2+ ND
16 4+ ND
17 4+ ND
18 3+ : ND
19 4+ ND
20 1+ ND
Cecropia sp. ‘

21 2+ Negativo
22 - 3+ Negativo
23 3+ Negativo
24 , 3+ Negativo
25 I+ ND
26 2+ ND V

Tabla2. Resumen comparativo de los resultados de las pruebas dérmicas y la determinacién de IgE
especifica en los pacientes positivos a los granos de polen en estudio. ND: suero no disponible. _ -

EXTRACTO CONCENTRACION
50% DE INHIBICION
(ug/ml)
Fraxinus velutina : 17.7
Fraxinus americana - 5.6
Fraxinus pennsylvanica 3.1
Fraxinus latifolia 1.7
Olea europea 0.25

Tabla 3. inhibicién de la unién de IgE al extracto de F. sinensis (fase sélida) por los diferentes extractos de
Fraxinus y Olea europea utilizados en la fase fluida.
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RESULTADOS

Pruebas dérmicas

De los 207 pacientes probados, 20 reaccionaron
positivamente al extracto de F. sinensis (9.66%)
y 6 fueron positivos al extracto de Cecropia sp.
(2.9%). En la Tabla 1 se registran los datos
epidemiol6gicos de las pruebas dérmicas de aler-
gia realizadas. De los pacientes positivos acce-
dieron a la toma de la muestra de sangre: de
Fraxinus sinensis 6 de 20 y de Cecropia sp.
4 de6.

Determinacién de IgE especifica (RAST)

Para confirmar la alergenicidad de los extractos
de los granos de polen en estudio, se determing

PM
- (KD)

1429 .

97.2

297 T

21.9

Linea 1 : Patrones de PM
Linea 2 ; Extracto de F.chinensis

la IgE especifica y se encontré que 5 de las 6
muestras de suero obtenidas de pacientes positi-
vos a Fraxinus sinensis fueron positivas para
RAST. El paciente niimero 6 que result6 negati-
vo para el RAST, presenté solo una cruz de
positividad en las pruebas dérmicas de alergia.
Latotalidad de las muestras positivas a Cecropia
sp. (4) fueron negativas (Tabla 2). Los 8 pacien-
tes del grupo control fueron negativos para am-
bos granos de polen.

Fraxinus sinensis: Con el sistema SDS-PAGE
utilizado, se observaron bandas proteicas en un
rango de peso molecular entre 131 y 14 Kd

(Figura 1).

Cecropiasp.: S6lo se observé unabanda dépeso
molecular aproximado de 42 kd.

Figura 1: Comportamiento electroforético del extracto de F. sinensis bajo condiciones

denaturantes.
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PACENTE]  PACIENTEZ  PACIENIE3
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Figura 2. Patrones de reconocimiento de las proteinas de F. sinensis por IgE presente en el suero de los

pacientes positivos.

Inmunodeteccion

Los 6 pacientes positivos a Fraxinus mostraron
reconocimiento por IgE especifica de bandas de
protefnas en un rango de peso molecular de 108
a 14 kd. Para cada una de las muestras se observé
un patrén de reconocimiento diferente,

esquematizados en la Figura 2. Las bandas més.

frecuentemente reconocidas fueron las de 95 y
64 kd de peso molecular, detectadas por IgE de
4 de las 6 muestras analizadas (Tabla 3). No se
observé algin grado de reconocimiento por IgE
en el suero de los pacientes positivos a Cecro-

pia sp.
" Isolelectroenfoque

Para el extracto de F. sinensis se evidenciaron
bandas de PI entre 7.5 y 3.7 (Figura 3).

IEF ~-Inmunodeteccion

Las bandas reconocidas por IgE presente en el
suero de los pacientes corresponden al rango de
PIde 3.7 - 7.5. Cada una de las muestras mostr6
un comportamiento diferente en el nimero de

Bandas reconocidas (Figura 4). Las bandas prin-
cipalmente reconocidas fueronlasde 6.3y 5.6 de
PI, por 4 de las muestras positivas (Tabla 4).

Inhibicién del RAST

Conel extracto de F. sinensis absorbido a la fase
s6lida, se compard la inhibici6én de lareactividad
de IgE con extractos de F. velutina, F. america-
na, F. pennsylvanica, F. latifolia y Olea europea
como inhibidores de la fase fluida. El extracto de
Olea europea mostré una parcial reactividad
cruzada con el F. sinensis seguido por el F.
latifolia. Los extractos de F. velutina, americana
y pennsylvanica, contienen menor concentra-
cién de los alergenos relevantes de reacci6n
cruzada con el F. sinensis (Tabla 5).

DISCUSION

Uno de los hallazgos méds importantes en este
trabajo, fue determinar que el polen del Fraxinus
sinensis es un alergeno importante dentro de los
20 que miés frecuentemente inducen una res-
puesta mediada por IgE, en pacientes con alergia
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Figura 3. Distribucion de las proteinas del extracto de F sinensis segiin su PI.

respiratoria de la ciudad de Bogot4. La reaccién
alérgica fue confirmada mediante el RASTen el
cual se observ6 que 5 de las 6 muestras recono-
cieron protefnas del extracto de F. sinensis por
IgE especifica (83.3%). La prueba negativa co-
rrespondié a un paciente con una cruz de
positividad en la prueba dérmica, resultado que
no se considera significativo para el diagnéstico
de alergia a un determinado antigeno.

Con' el sistema de electroforesis utilizado, se
detectaron 14 bandas proteicas en el rango de
peso molecular de 101 - 14 kd y 16 bandas de PI

7.5 - 3.7 que muestran actividad alergénica. Las
bandas més frecuentemente reconocidas por IgE
presente en el suero de los pacientes fueron las de
95y 64 kd y de PI 6.3 y 5.6 en ambos casos
reconocidas por 4 de las 6 muestras estudiadas.
Sinembargo, conel niimero de muestras analiza-
das, no es posible establecer un alergograma ni
afirmar si existen proteinas alergénicas mayores
y/o menores.

Cuando se comparé la positividad por pruebas
dérmicas delos pacientes al extractode F. sinensis
con el de Fraxinus americana, ampliamente
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PACIENTE 1 PACIENTE 2 PACIENTE 3
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Figura 4. Niimero de muestras que reconocieron cada una de las bandas de proteinas del extracto de F

sinensis de acuerdo a su PL

utilizado por encontrarse disponible comercial-
mente, se encontr6 que solo 7 de los 20 pacientes
positivos a F. sinensis fueron detectados por el
extracto de F. americanay 18 de los positivos a
F. americana no fueron reconocidos por el ex-
tracto de F. sinensis. Las pruebas de inhibicién
del RAST realizada con extractos de otras espe-
cies de Fraxinus que se encuentran ampliamente
distribuidas en Norteamérica y la Olea europea,
arbol de importancia en alergia en Espafia, mos-
traron que el extracto de Olea contiene mayor:
concentracién de los alergenos relevantes que
los extractos de F. latifolia, F. pensilvanica, F.
americana y F. velutina respectivamente.

La reactividad cruzada entre granos de polen de
drboles de la familia Oleaceae ha sido claramen-
te demostrada en el drea del Mediterrdneo. En
este trabajo se encontr6 un alto grado de respues-
ta cruzada entre los 4 géneros de. la familia
Oleaceae més importante en el Mediterrdneo:
Olea europea, Fraxinus excelsior, Ligustrum
vulgarey Phillyrea angustifolia, aunque no exis-

te una total identidad entre estos 4 tipos de polen .

(Bousquet etal. 1985). Ignalmente en Michigan,
Norteamérica, se evidencié la reactividad cruza-
da entre drboles nativos de la localidad como
Fraxinus americana, Ligustrum vulgare y

Elaeagnus angustifolia con Olea europaea
(Kenerman et al. 1992).

Las bases moleculares de esta reactividad cruza-
da han sido descritas, encontrdndose una protei-
na similar al alergeno mayor de Olea (OleeI) en
los extractos de Fraxinus excelsior, Ligustrum
vulgare y Syringa vulgaris muy comunes en el
Norte de Europa y Norteamérica. Corresponde a
una proteina de peso molecular aproximado de
19 kd con una secuencia idéntica en los 20 aa
aminoterminales los cuales correspondenacerca
del 10% de la proteina (Obispo et al. 1993).

En la ciudad de Bogotd la tnica especie de
Fraxinus es la sinensis. Se encuentran otros
géneros de Oleaceae como Ligustrum y Olea
aunque su representacion fenotipica no es im-
portante. El polen de estos géneros no ha sido
reportado en los estudios aerobioldgicos en la
atmésfera de la cindad. Es posible que los pa-
cientes que respondieron al extracto de F. ame-
ricana y no al de sinensis, fueron originalmente
sensibilizados por alguna de las otras especies de
Oleaceae encontradas en la ciudad o que existen
en la atmésfera algiin otro polen con recuento
significativo que comparta alergenos.con el F.
americana.
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Este trabajonos permite concluir que el polen del
F. sinensis representa un alergeno importante en
la ciudad de Bogot4, dato de interés en el futuro
estudio de pacientes alérgicos, por lo menos
mientras el Urapdn continte siendo uno de los
drboles con mayor representacion fenotipica de
la ciudad. Es necesario incluirlo dentro de los
extractos utilizados para realizar pruebas
dérmicas de rutina ya que se demostré que algu-
nos pacientes no responden al extracto de F.
americana que es cominmente utilizado por
alergistas de la localidad.

Acercade Cecropia, observamos que tiene capa-
cidad alergénica demostrada por la positividad
(2.9%) a las pruebas cutdneas. Sin embargo, no
fue posible confirmar dicha capacidad mediante
pruebas in vitro. El extracto utilizado contenia
una concentracién de protefnas suficiente para
realizarlos experimentos in vitro. Alin asi encon-
tramos s6lo una banda de aproximadamente 42
kd con una intensidad que no corresponde al total
proteico del extracto. Es posible, tal como se
describe en la literatura para otros granos de
polen (Vik er al. 1989), que el pigmento de los
mismos interfiera con la cuantificacién de pro-
tefnas, y por lo tanto, este tipo de muestra no sea
Gptima para la saturacién de la fase sélida en el
RAST y en la deteccién de bandas en el SDS-
PAGE. -

Como se describié en el marco teérico, los ex-
tractos crudos contienen mezclas complejas de
otras macromoléculas ademds de las proteinas.
Adicionalmente, debido a la dificultad de obte-
ner el polen de Cecropia puro, el extracto fue
preparado macerando la flor completa, lo cual
aumenta la cantidad de material vegetal diferen-
te del polen que puede contribuir al contenido de
sustancias que interfieran con las pruebas in
vitro.

Otra posibilidad es que las proteinas alergénicas
sean de muy alto o bajo peso molecular por lo
cual no pueden ser observadas con el sisterna
utilizado en este trabajo, aunque no corresponde-
rfa a lo reportado en la literatura con relaci6n al
peso molecular de las proteinas alergénicas (5-
70 kd) (Kjell 1978). Como se expresé en el
trabajo, por ser Cecropia, una planta nativa de

paises tropicales, en donde no se ha avanzado en
este tipo de investigaciones, no existe en la
literatura reportes de preparacion de extractos y
caracterizacion .de protefnas alergénicas de
Cecropia por lo cual no disponemos de
metodologfa estandarizada diferente a la utiliza-
da en este trabajo.

Teniendo en cuenta que el estudio fue realizado
en pacientes de Bogotd y que no se encuentran
plantas de Cecropia en esta altitud, serfa impor-
tante realizar estudios en sitios de Colombia
donde Cecropiatiene representacién significati-
va, donde podria tener importancia como
alergeno. Por ejemplo, en un estudio de
aerobiologiarealizado durante 4 meses en Quibdé
(Chocd), se observé que el polen de Cecropia
representa cerca del 90% del total de polen
recolectado (datos no publicados, estudios de
aerobiologfa Hospital Infantil).

Este es el primer estudio de caracterizacién de
alergenos de polen en nuestro pafs. Aunque los
resultados obtenidos con Cecropia no son con-
cluyentes y se requiere un mayor nimero de
muestras de pacientes positivos a F. sinensis para
poder determinar sus protefnas alergénicas ma-
yores, es necesario continuar con los estudios de
caracterizacién de alergenos propios de nuestra

-atmésfera. Esto se aplica no solamente para la

ciudad de Bogotd, sino para las principales ciu-
dades del pafs ya que la gran variedad de climas
y la riqueza de la flora Colombiana amerita el
conocimiento de las particulas atmosféricas lo-
cales para optimizar el diagnéstico y tratamiento
de los pacientes y contribuir asolucionarel grave
problema de la poblacién alérgica Colombiana.
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