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Resumen

La alergia a la leche de vaca es una de las alergias mas frecuentes en la edad pediatrica, afectando
aproximadamente al 2.5% de los nifios menores de dos afios. Actualmente se estd implantando un
tratamiento denominado inmunoterapia oral a la leche de vaca (ITO) con objeto de conseguir
desensibilizar a los pacientes y asi, mejorar su calidad de vida. Sin embargo, este tratamiento no esta
exento de riesgos y requiere del desarrollo de nuevos biomarcadores para predecir su eficacia y
seguridad y asi poder hacer extensible este tratamiento a mas pacientes. En un estudio previo, el grupo
investigador de la Unidad de microarrays del Hospital Universitario Ramén y Cajal encontré un conjunto
de 27 péptidos que permitia predecir, antes del inicio del tratamiento, la respuesta de los pacientes a la
ITO. El objetivo del presente trabajo ha sido la puesta a punto de un nuevo sistema de impresién de
microarrays basado en tecnologia piezoeléctrica, que permita en un futuro el desarrollo de un dispositivo
para la deteccidon estos biomarcadores con mayor eficacia y versatilidad que el sistema utilizado con
anterioridad. Para ello, se probaron diferentes tampones de impresion (sciSPOT Protein D1 y D11 de
Scienion y Protein Printing Buffer de Arraylt) y diferentes soportes (cristal, placa y membrana de
nitrocelulosa). Los resultados mostraron que el Protein Printing Buffer de Arraylt es el tampén mas
adecuado y que los tres soportes son validos para la deteccidn de proteinas y péptidos biomarcadores.
Por ultimo, se analizé6 mediante microarrays en cristal y placa el suero de 7 pacientes alérgicos antes de
ser sometidos a ITO con leche de vaca. Los resultados obtenidos mostraron diferentes patrones de
reconocimiento por parte de los pacientes. Actualmente estamos pendientes de poder correlacionar estos
resultados con el resultado de la ITO.
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Introduccién

La alergia a proteinas de la leche de vaca (APLV), junto con el huevo, son las alergias alimentarias mas
frecuentes en edad pediatrica, afectando aproximadamente al 2.5% de los nifios menores de dos afios (1).
La APLV se caracteriza por la produccion de anticuerpos IgE frente a proteinas de la leche. Estas
proteinas son de los alérgenos mejor caracterizados y se componen fundamentalmente de las proteinas del
lactosuero, a-Lactoalbimina (Bos d 5) y B-Lactoglobulina (Bos d 5), y del cuajo aS1-caseina (Bos d 9),
aS2-caseina (Bos d 10), B-caseina (Bos d 11) y kx-caseina (Bos d 12). Las IgE se unen a lugares
especificos de las proteinas, denominados epitopos, y desencadenan la reaccidon alérgica de
hipersensibilidad. Los epitopos IgE se pueden clasificar como lineales si los anticuerpos reconocen
secuencias contiguas de aminodcidos, o conformacionales si reconocen aminoaciodos que se localizan
préoximos en la estructura terciaria pero no contiguos en la secuencia lineal. Los epitopos lineales parecen
tener un papel especialmente importante en las alergias alimentarias, donde el alérgeno, al ser cocinado y
digerido tras su ingesta, pierde la estructura terciaria antes de entrar en contacto con el sistema inmune.
Por su parte, los epitopos conformacionales estan mas asociados a alergias respiratorias donde el alérgeno
no sufre todo este proceso [2].

Los sintomas tras la exposicion a la leche son agudos, incluyendo afectaciones cutaneas, digestivas y/o
respiratorias. También se pueden producir reacciones mas graves (anafilaxia), donde se necesita atencion
sanitaria urgente pues se puede comprometer la vida del paciente.

La APLV en el mundo occidental suele debutar a los seis meses, coincidiendo con la transicion de la
leche materna a la de leche de formula en biberén. Una vez diagnosticada la APLV los nifios comienzan a
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tomar leche altamente hidrolizada como alternativa a la leche de formula convencional. En este tipo de
leche las proteinas son tratadas quimicamente para reducir su tamafio a fragmentos que no puedan ser
reconocidos por las IgE. Sin embargo, cuando el nifio comienza a tener cierta autonomia y coincidiendo
normalmente con la guarderia o la escolarizacion, el riesgo de exposiciones accidentales aumenta. Hasta
ahora el unico tratamiento de la APLV ha sido el de evitar la ingesta de leche y todo tipo de derivados
lacteos. Tras un periodo de evitacion, que puede variar de entre 6 meses o un afio, se les reevalua la
alergia haciéndoles pruebas cutaneas o ‘prick’ y analisis de anticuerpos en sangre frente a las proteinas de
leche de vaca. Si las pruebas son positivas se mantiene la evitacion hasta una nueva reevaluacion y si son
negativas se les somete a una prueba de provocacion oral a doble ciego para confirmar la tolerancia a la
leche. En la mayoria de los casos los niflos superan esta alergia antes de la edad de escolarizacion [3]. Al
analizar la historia natural de la APLV se ha encontrado que a los cuatro afios un 66% de los alérgicos ha
desarrollado tolerancia espontanea, aumentando hasta un 80% a la edad de los seis afios. El 20% restante
es considerado alérgico persistente y frecuentemente la alergia a la leche permanece hasta la edad adulta
sin que se consiga desarrollar tolerancia. En estos ultimos afios se ha comenzado a realizar ensayos
clinicos de inmunoterapia oral (ITO). La ITO es un tratamiento en el cual a los pacientes se les va dando
leche, de menor a mayor concentracion, con objeto de conseguir desensibilizar al paciente. Este
tratamiento es muy eficaz y se consigue la desensibilizacion en la mayoria de los casos. Sin embargo,
presenta un riesgo importante debido a que son frecuentes las reacciones alérgicas de menor o mayor
grado, lo que exige su realizacion en centros hospitalarios. Dependiendo de las reacciones adversas, el
tratamiento suele durar de entre 5 a 20 semanas, con tres sesiones semanales. En cada sesion el nifio tiene
que permanecer toda la mafiana en el hospital acompafiado por alguno de sus familiares, al ser menor.
Debido a esto, esta terapia presenta un problema en cuanto al consumo de recursos hospitalarios y al
esfuerzo que supone para las familias el tener que acudir durante semanas con el paciente. Tras la
desensibilizacion, el paciente no esta “curado” del todo y debe tomar al menos 200 ml de leche diarios.
Esto mejora enormemente su calidad de vida al eliminarse el riesgo de sufrir reacciones alérgicas tras
ingerir leche. Por lo tanto, para reducir gastos en recursos y tiempo es fundamental obtener un método de
diagnostico con el que poder predecir el futuro desarrollo del tratamiento y asi poder adaptarlo a cada
caso concreto [4].

Actualmente, el diagnostico utilizado para determinar si existe alergia a la leche consiste en la realizacion
de pruebas ‘prick’ y en la medicion de la IgE especifica contra las proteinas de la leche. También se
asocian con tolerancia a la leche altos niveles de 1Gg4 y el descenso de la IgE a largo plazo [5]. Sin
embargo, estas pruebas no permiten diagnosticar, en el momento previo al comienzo de la ITO, como se
va a desarrollar el tratamiento. Existen estudios donde se propone el uso de microarrays de péptidos como
una potente herramienta para ver la gravedad de la alergia persistente a la leche de vaca [6], siendo los
péptidos de las proteinas que conforman la leche los biomarcadores predictores. El microarray permite el
analisis de gran cantidad de péptidos de forma simultanea con una pequeiia cantidad de muestra del
paciente, hecho importante pues se trata de nifios de escasa edad.

El grupo investigador de la Unidad de microarrays del Hospital Universitario Ramoén y Cajal encontro, a
través del desarrollo de un microarray, un grupo de péptidos que podian ser utilizados como
biomarcadores para predecir la respuesta de los pacientes a la ITO con leche de vaca antes de comenzar el
tratamiento, en términos de nimero de reacciones adversas (seguridad) y de tiempo requerido para
conseguir desensibilizarse (eficacia). Los resultados mostraron que existia correlacion entre el nimero de
péptidos reconocidos en el momento previo al inicio de la ITO y las variables clinicas, y asi pacientes con
menor numero de péptidos reconocidos tenian baja probabilidad de tener reacciones adversas durante la
ITO y conseguian desensibilizarse antes que los que reconocian un mayor niimero de péptidos [7]. Sin
embargo, el robot microarray usado en el anterior estudio se basa en la impresiéon por contacto y no
presenta calidad suficiente para el desarrollo de un kit diagndstico. Tampoco permite mucha versatilidad
en cuanto al disefio de la impresion. Por ello, se pretende poner a punto una tecnologia que permita la
impresion de péptidos y proteinas con mayor versatilidad, en diferentes soportes y con mayor eficacia que
la usada previamente.

En este estudio, ponemos a punto un sistema impresion piezoeléctrico para desarollar un microarray que
contenga el conjunto de péptidos biomarcadores anteriormente estudiados, predictores de la respuesta a la
ITO con leche de vaca, con el objetivo de que una empresa desarrolle y comercialice un kit basado en
estos biomarcadores y pueda ser trasladado a la practica clinica. Las diferentes impresiones para la puesta
a punto se realizaron en tres soportes: cristales, placa y membrana de nitrocelulosa.

Métodos

Sueros de pacientes

Los sueros de los pacientes fueron suministrados por el Servicio de Alergia del Hospital Universitario
Ramon y Cajal y del Hospital Clinico San Carlos. El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica de los Hospitales Ramon y Cajal y Clinico San Carlos, y todos los padres o
representantes legales de los nifios dieron su consentimiento por escrito.



Impresién de proteinas y péptidos

Para la fabricacion de microarrays se usé el robot de impresion piezoeléctrico sciFLEXARRAYER S3
con un PDC 70 Type 2 (Scienion). Las proteinas utilizadas en la impresiéon de microarrays se obtuvieron
comercialmente (Sigma) y los péptidos de 20 aa con un desfase de 3 aa se sintetizaron de acuerdo a la
estructura lineal de las proteinas alergénicas de leche de vaca: a-caseina (Bos d 10), f-caseina (Bos d 11),
K-caseina (Bos d 12), a-Lactoalbumina (Bos d 5) y f-Lactoglobulina (Bos d 5) (GenScript Corporation).
Las proteinas y los péptidos se disolvieron en diferentes tampones de impresion y se depositaron en
placas de 384 pocillos (Greiner bio-one) a una concentracion de 0,1 pg/ul para las proteinas y de 1 pg/pl
para los péptidos.

En la impresion en cristales de vidrio se usaron los tampones de impresion sciSPOT Protein D11
(Scienion), sciSPOT Protein D1 (Scienion) y el Protein Printing Buffer de Arraylt. Se utilizaron dos
sustratos diferentes en cristal NSB27 NHS de NanoSurface Biosciences Postech y los cristales sciCHIP
H2 de Scienion. Como soportes para la impresién se utilizaron también placas de 96 pocillos
sciPLEXPLATE Type 1 (Scienion) y membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond ECL).

Se programd el robot de impresion especificamente para cada soporte mediante el software Scienion AG
(Scienion). Antes de cada impresion se prepar6 el robot ejecutando el programa “Prime”, se ajusto la gota
y se realizaron diferentes lavados del PDC tanto por dentro como por fuera del capilar. Las condiciones
dentro de la cabina de impresion del robot fueron de 60% de humedad y de 15 °C de temperatura de la
placa de impresiéon. También se activd una bomba de vacio para fijar los sustratos a la bandeja de
impresion. Una vez se ajustd el robot y las condiciones fueron adecuadas se procedidé a realizar la
impresion. El robot se programo para tomar 4 pl de cada muestra y depositar gotas de aproximadamente
370pl y 200 pm de didmetro. Tras la impresion se redujo la humedad hasta la humedad ambiente y se
dejaron los sustratos toda la noche en el interior de la cabina del robot para su posterior almacenamiento
en camara desecadora.

Hibridacion microarrays en diferentes soportes

En primer lugar, se delimit6 la zona impresa de cada cristal con un rotulador hidrofébico Liquid Blocker
Super San Pen (Sigma-Aldrich) y se bloquearon utilizando 50 pl de la soluciéon Protein Activation
Microarray 1x (Arraylt) por cada matriz impresa. Para la placa se usaron 200ul de la solucion sciBlock
Protein DIM 2x (Scienion) por cada pocillo. Para realizar el bloqueo en membrana de nitrocelulosa,
previamente se cort6 reduciéndola a la zona que tenia matriz impresa, se usé la misma solucion que para
placa, con un volumen de 200 pl para toda la membrana. Estos volumenes se mantuvieron para las fases
de lavado. Tras esto, los diferentes soportes fueron introducidos en una camara himeda en agitacion (300
r.p.m) durante 1 hora. Tras la incubacion con la solucion de bloqueo, se realizaron tres lavados de 10
minutos con la solucion Protein Microarray Wash Buffer 5X disuelto en agua destilada, tanto en placa
como en membrana. Los lavados en cristales fueron de 5 minutos.

La fase siguiente fue la de incubacion con suero de los pacientes alérgicos a leche de vaca. El suero de los
pacientes se diluy6 con sciBIND Protein D1 2X (Arraylt) y tampoén fosfato salino (PBS), con un volumen
final de 100pl por pocillo en las placas y por cada membrana. Para los cristales se diluyo el suero 1:2 con
Protein Microarray Reaction Buffer (Arraylt) con un volumen final de 50ul por cada zona delimitada con
el rotulador hidrofobico. La incubacion con suero se dejo toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia
siguiente, se realizaron los lavados como se describieron anteriormente.

Para revelar los microarrays se utilizo un anticuerpo anti-IgE humana conjugado con biotina (BD
Biosciences). Para los cristales, se diluyé 1:100 en Protein Microarray Reaction Buffer (Arraylt) y para
las placas y la membrana se diluyé 1:100 en PBS y sciBIND Protein D1 2X Buffer (Scienion). La
incubacion fue de 2 horas a temperatura ambiente en agitacion y posteriormente se volvieron a realizar
los lavados de forma similar a las anteriores.

Métodos de deteccion: fluorescencia y colorimetria.

La fluorescencia se uso en el caso de los cristales. Para ello, se prepard Streptavidina conjugada con el
fluoroforo Cy3 (GE Healthcare) diluida 1:500 en Protein Microarray Reaction Buffer (Arraylt). Se dejo
incubar cada microarray 30 minutos en agitacion y en condiciones de oscuridad. Tras los lavados se
procedid a escanear los cristales en el ScanArray Express (Packard BioScience -BioChip Technologies).
Para la cuantificacion de los resultados se utilizo el archivo formato “.gal” generado por el robot y el
software del escéner.

La colorimetria se usdé en placas y en las membranas de nitrocelulosa ante la imposibilidad de
introducirlos en el ScanArray Express. Se prepard una dilucion 1:300 de Streptavidina conjugada con
HRP en PBS y sciBIND Protein D1 2X Buffer (Scienion) y se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente para posteriormente repetir los lavados. Tras estos, se afiadieron 100ul del sustrato sciColor T2
(Scienion) por pocillo o membrana y se dejaron incubando sin agitacion hasta que se visualizo el color.



Posteriormente se retird el sustrato y se tomaron fotos de cada pocillo. En el caso de las membranas se
escanearon en un escaner de mesa.

Analisis de datos

Para la cuantificacion de los resultados se utilizé la sefial de fluorescencia medida como Relacion
sefial/ruido o Signal-to-Noise Ratio (SNR). La matriz de datos fue procesada utilizando el programa
Excel (Microsoft).

Resultados

En este trabajo, el objetivo principal fue la puesta a punto de un robot de impresion de microarrays de
péptidos sciFlexarrayer S3. Para ello, se usaron diferentes tampones de impresion y se imprimié en
diferentes tipos de sustratos.

Impresion de proteinas en sciCHIP con diferentes tampones

Como comienzo de la puesta a punto, se busco determinar que tampdon de impresion era el mas adecuado.
Se probaron los tampones D1 y D11 de Scienion y el Protein Printing Buffer (PPB) de Arrayit, este
ultimo utilizado anteriormente en el laboratorio para la impresion de microarrays utilizando el robot de
impresion por contacto. Dado el elevado coste de los péptidos, en un primer lugar realizamos las
diferentes pruebas de impresiones con proteinas completas de leche de vaca: a-caseina (Bos d 10), B-
caseina (Bos d 11), x-caseina (Bos d 12), a-Lactoalbumina (Bos d 5) y B-Lactoglobulina (Bos d 5). Como
control negativo se utilizaron Albimina humana y PBS. Las muestras se imprimieron por cuadruplicado,
en tres localizaciones del microarray: superior (Top), medio (Medium) e inferior (Bottom) seglin el
esquema de la Figura 1.
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Figura 1. Esquema inicial de la impresion de proteinas en cristales. Cada proteina se imprimié por
cuadruplicado

Para la hibridacion usamos un pool de sueros de pacientes alérgicos a leche de vaca y se hibridaron 6
microarrays para cada tampon.

Para evaluar la calidad de los diferentes tampones de impresion analizamos en primer lugar el didmetro
de los puntos impresos. Como se observa en la Figura 2A, los tampones D1 y D11 dieron puntos muy
homogéneos con pequeiias variaciones de didmetro entre proteinas, con un diametro que oscilaba entre
167,91 y 182,08 para el tampén D1 y 188,33 y 205,83 para el tampén D11. Por el contrario, el PPB
presentaba mayores variaciones de diametro entre las diferentes proteinas con un rango entre 123,33 y
198,61.
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Figura 2. Diferencia entre tampones de impresion. A) Promedio del diametro de los puntos impresos.
B) Promedio de la fluorescencia (Signal-to-Noise Ratio). Los resultados mostrados corresponden a las
medias + desviacion tipica estandar

A continuacion, analizamos la sefial de fluorescencia correspondiente a la uniéon de IgE a las distintas
proteinas calculada como la Relacion sefial/ruido o Signal-to-Noise Ratio (SNR). Como se observa en la
figura 2B, los tampones D1 y D11 presentan una alta sefial de fluorescencia en los controles negativos, en
algunos casos incluso superior a la observada para las proteinas de leche. Esto hace pensar que algun
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componente de estos tampones interfiere con el suero de los pacientes dando una sefial inespecifica. Por
el contrario el PPB no present6 fondo en ninguno de los controles negativos (Figura 2B). Estos resultados
sugirieron que, a pesar que la morfologia de los puntos obtenidos con PPB no era la mejor, este tampon
era el tnico que podiamos utilizar para imprimir los microarrays.

Impresion de proteinas en cristales, placa y membrana con Protein Printing Buffer

Con objeto de obtener el protocolo definitivo para imprimir en cristales con este robot de impresion, nos
dispusimos a comparar los cristales sciCHIP, proporcionados por la casa comercial del robot de
impresion, y los cristales NSB27 NHS NanoSurface, usados en el estudio anterior en el cual se habia
determinado la utilidad de los péptidos como biomarcadores. Los cristales sciCHIP estan recubiertos con
grupos epoxido que se une covalentemente a los grupos amino de las proteinas. Por su parte, los cristales
NanoSurface estan recubiertos con un polimero en forma de cono con un grupo reactivo n-
hidroxisuccinimida (NHS) en el vértice, el cual también reacciona con el grupo amino de las proteinas.
Esta estructura conica permite una disposicion ordenada y contralada de los péptidos y aumenta la
distancia con la superficie del sustrato, lo que facilita una union antigeno anticuerpo mas eficaz (Figura
3A). El disefio de impresion fue similar al utilizado previamente, con la variante de que en la primera
linea del microarray se afiadieron tres controles: un anticuerpo Anti-Rat biotinilado como control positivo
y dos péptidos, Angiotensina II y Poly-DL-Alanina, como controles negativos.

a-Anti Rat Biot | Angiotensina Il | Poly-DL-Alanine

2 w-Caseina B-Caseina k-Caseina

3| o-Lactoalbumina | B-Lactoglobulina | Albamina
humana

a| Albdmi G
mina Albamina pBS
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B PBES PBS

SciCHIP

NanoSurface

Figura 3. A) Estructura presente en la superficie de los cristales sciCHIP y NanoSurface B)
Comparativa de la impresion de proteinas con el tampén de impresion PPB en sciCHIP y
NanoSurface. Cada punto se imprimié por cuadruplicado. La imagen muestra dos microarrays

hibridados con el mismo suero de un paciente alérgico a la leche de vaca, uno en sciCHIP y otro en
NanoSurface.

El revelado mostré que ambos cristales presentaban el mismo patréon de reconocimiento de proteinas. Sin
embargo, la morfologia de los sciCHIP parecia se mejor que la que presentaban los cristales NanoSurface
(Figura 3B) lo que en futuros analisis podria dificultar la cuantificacion.

a-Anti Rat Biot a-Anti Rat Biot
(0,1 pg/u) (0,5 pg/ul)
a-Anti Rat Biot a-Anti Rat Biot
(0,025 pg/ul) (0,0125 pg/ul)
Angiotensina ll | Poly-DL-Alanina
a-Caseina p-Caseina

k-Caseina a-Lactoalbumina

B-Lactoglobulina | Albtimina humana

PBS =

Figura 4. Impresion de un microarray de proteinas en placa y en membrana de nitrocelulosa. La
imagen muestra la disposicion programada para realizar las impresiones y el resultado obtenido al

revelar por colorimetria en ambos soportes. Cada una de las proteinas y controles se imprimieron por
duplicado.

Tras la impresion de proteinas en cristales nos dispusimos a programar el robot para imprimir proteinas
en placa y en membranas de nitrocelulosa. Como se especifica en el apartado métodos, se usod
colorimetria en ambos casos y se volvid a usar el pool de sueros para hibridar 8 pocillos y 7 membranas.



La disposicion del microarray fue similar a la realizada en cristales, por triplicado y con el control
positivo impreso en diferentes concentraciones.

Como se ve en la figura 4, el patréon de reconocimiento obtenido en pocillos era similar al mostrado en
cristales, por lo que asumimos que estos soportes y los respectivos protocolos utilizados también eran
validos para imprimir proteinas.

Impresion de péptidos en diferentes soportes

En vista de los resultados anteriores, el siguiente paso fue el de poner a punto el robot para la impresion
de péptidos en los diferentes soportes.

Disposicién definitiva Scichip NanoSurface
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Conticl peganied B-casp 54 B-casp 61 | k<asp8 K-cas p 17
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1 PBS h.IgE (0,05 pg/pl) h.IgE (0,1 pg/pl)| h.IgE (0,2 pg/ul)

Figura 5. Impresion del conjunto de péptidos biomarcadores anteriormente estudiados en cristal. A)
Disposicion definitiva para impresiones en cristal. B) Comparativa de la impresion de péptidos en
sciCHIP y NanoSurface. Cada punto se imprimi6 por triplicado. La imagen muestra dos microarrays
hibridados con el mismo suero de un paciente alérgico a la leche de vaca, uno en sciCHIP y otro en
NanoSurface.

Aunque la impresion de proteinas nos sugeria que los sciCHIP eran mas adecuados, un péptido es menos
voluminoso que una proteina y esto puede variar el resultado al utilizar distintos cristales. Por ello,
realizamos impresiones en los dos tipos de cristales. Para la hibridacion usamos diferentes sueros de
pacientes alérgicos a leche de vaca y se hibridaron 6 microarrays para cada tipo de cristal. La disposicion
definitiva presentd controles positivos, negativos, las proteinas y el grupo de péptidos biomarcadores
(Figura 5A). Los resultados mostraron que, aunque la intensidad de la fluorescencia para las IgE unidas a
proteinas era mayor en sciCHIP, en NanoSurface existia un mayor reconocimiento de las IgE unidas a
péptidos (Figura 5B).

v

Figura 6. Impresion de un microarray de péptidos en membrana de nitrocelulosa y en placa. La
imagen muestra el resultado obtenido al revelar por colorimetria en ambos soportes. Los péptidos,
proteinas y controles se imprimieron cada uno por duplicado.

Con objeto de comprobar si los péptidos se reconocian en placa y en membrana se realizaron diferentes
impresiones con la misma disposicion usada en cristales, con la diferencia de que por falta de espacio se
imprimi6 por duplicado. Se hibridaron 8 pocillos y 3 membranas y se vio el resultado por colorimetria.
Los resultados mostraron que en ambos soportes es posible el reconocimiento de péptidos (Figura 6).

Hibridacion de cristales NanoSurface con sueros de pacientes
alérgicos persistentes a la leche de vaca que han sido sometidos a inmunoterapia oral

Tras la puesta a punto en los diferentes soportes se inicié la parte de corroboracion de los resultados
obtenidos en el trabajo realizado por la Unidad de Microarrays [7]. Para ello utilizamos el suero de 7
pacientes alérgicos antes de ser sometidos a ITO con leche de vaca y los hibridamos en cristales
NanoSurface y en placas multipocillo con la disposicion final de proteinas y péptidos utilizada
anteriormente en ambos soportes.



Como se observa en la figura 7, el nimero de péptidos reconocidos mediante fluorescencia es mayor que
en colorimetria y se aprecian mejor las diferencias en la intensidad de reconocimiento. Esto es una
cuestion inherente al método de deteccion, la fluorescencia tiene una mayor sensibilidad y un mayor
rango dinamico.

Por otra parte, con ambas técnicas se aprecian diferentes patrones de reconocimiento por parte de los
pacientes (Figura 7). Actualmente estamos trabajando para correlacionar los resultados obtenidos
mediante microarray con su historia clinica y confirmar si aquellos pacientes que reconocen un mayor
numero de péptidos presentaron una desensibilizacion mas dificil que los que reconocen pocos péptidos.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3

Figura 7. Hibridacién con sueros de pacientes sometidos a la inmunoterapia oral. La imagen muestra
3 de los 7 sueros de pacientes hibridados. Se pueden apreciar diferentes patrones de reconocimiento
entre los diferentes pacientes y las diferencias en el reconocimiento de péptidos entre un soporte y
otro.

Discusion
En este trabajo hemos puesto a punto el robot sciFlexarrayer S3 (Scienion) para imprimir en diferentes
soportes, tanto proteinas como péptidos. También se ha iniciado la fase de corroboracion de los resultados

obtenidos en el anterior trabajo realizado por la Unidad de Microarrays [7], usando nuevas muestras de
pacientes que inician la inmunoterapia oral para la alergia a la leche de vaca.

En primer lugar, se realizaron diferentes pruebas de impresion en cristal, soporte usado con el anterior
robot de impresion, con objeto de seleccionar un tampén con el que realizar las siguientes pruebas.
Nuestros resultados mostraron que el tampon mas adecuado era el Protein Printing Buffer (PPB), puesto
que con los tampones D1 y D11 los controles negativos como el PBS y la albimina humana mostraban
sefial inespecifica (Figura 2). Una posible explicacion seria que estos tampones contienen albiimina sérica
bovina (BSA), bloqueante muy comun en ensayos donde se utilizan anticuerpos como Western blot o
ELISA, pero la cual es frecuentemente reconocida por los pacientes alérgicos a leche de vaca. Por tanto,
la presencia de BSA explicaria que al utilizar estos tampones obtenemos sefial fluorescente incluso en
presencia solo de PBS.

Una vez seleccionado el PPB como mejor tamp6n a utilizar, comparamos los cristales NanoSurface con
los sciCHIP. En cuanto a la impresion de proteinas, vimos que los patrones eran similares en ambos, pero
los sciCHIP presentaban mejor morfologia y mayor intensidad de fluorescencia que los NanoSurface. Sin
embargo, en el caso de la impresion de péptidos, los NanoSurface presentaban mayor intensidad,
diferencia que podria deberse a que las proteinas, al ser mas voluminosas que los péptidos, se adhieren al
grupo reactivo presente en el cristal y quedan mucho mas expuestas a los anticuerpos. Los NanoSurface,
al presentar las estructuras de cono, permiten una mayor distancia entre péptidos y con ello evitan el
impedimento de unién que se pueda generar. También se consigue una mayor distancia entre el vértice y
el soporte, evitando que el péptido se pegue a la superficie, lo que haria muy dificil su unién al



anticuerpo. Por ello, pensamos que estos resultados pueden deberse a esta diferencia de estructuras y que,
en el caso de la impresion de proteinas, no existe esta diferencia debido a que la proteina queda mucho
mas expuesta.

Tras la puesta a punto en cristales, se procedié a imprimir los microarrays en placas multipocillo y en
membranas de nitrocelulosa. Como se puede ver en las figuras 4 y 6, ambos soportes parecen ser validos
para realizar hibridaciones tanto de proteinas como de péptidos. Por un lado, el uso de la colorimetria en
placa simplifica mucho el protocolo y permite un ahorro econémico importante, hechos que permitirian
que el protocolo se pudiese llevar a cabo en un laboratorio de analisis clinico, con la {inica necesidad de
disponer de las placas con los péptidos biomarcadores ya impresos. Por otro lado, la posibilidad de
detectar los péptidos biomarcadores en membrana de nitrocelulosa sirve como prueba de concepto para
desarrollar un kit rapido con estos biomarcadores basado en el método de Lateral Flow. Esta técnica,
utilizada en la actualidad en ensayos como el test de embarazo basado en la deteccion de la gonadotropina
coridnica humana, permite su uso en la consulta médica sin necesidad de la infraestructura de un
laboratorio de ensayos clinicos y por tanto su rapida traslacion a la practica clinica.

En la parte de corroboracion de los resultados obtenidos anteriormente [7] obtuvimos diferentes patrones
de reconocimiento pertenecientes a los 7 sueros de pacientes utilizados. Como ejemplo se presentan tres
pacientes:

El paciente 1, reconoce gran cantidad de péptidos y por tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos en
el trabajo previo [7], supondria que va a sufrir una gran cantidad de reacciones alérgicas durante la ITO y
va a tardar mas tiempo en desensibilizarse, por 1o que es probable que este paciente necesitase medicacion
previa a cada sesion de ITO con el fin de evitar reacciones severas.

El paciente 2, reconoce una cantidad intermedia de péptidos y por tanto deberia presentar un nimero
intermedio de reacciones adversas y requerir un tiempo intermedio para desensibilizarse.

El paciente 3, que apenas reconoce péptidos, no presentaria ninguna reaccion adversa y tardaria unas 5
semanas en desensibilizarse.

Sin embargo, para sacar conclusiones, estos datos deben ser cuantificados y una vez obtenida la historia
clinica de los pacientes al finalizar el tratamiento deben ser analizados seglin el modelo propuesto para
comprobar si se mantiene la correlacion entre el nimero de péptidos reconocidos en el momento previo al
inicio de la ITO y la eficacia (tiempo requerido para la desensibilizacion) y seguridad (n° de reacciones
adversas) del tratamiento.

Por ultimo, aunque hemos encontrado una mejor sensibilidad y rango dinamico en el sistema de
microarrays en cristal revelado por fluorescencia frente a los microarrays en placa revelado por
colorimetria, no hay que descartar este tltimo sistema, pues lo que a priori podria suponer una desventaja,
en realidad podria ser una simplificacion del método que facilite su uso en la practica clinica. En el
sistema de microarrays en placa revelado por colorimetria es mucho mas sencillo determinar que péptidos
son positivos y negativos, incluso a simple vista, sin tener que realizar una cuantificacion exhaustiva de
los resultados y establecer un punto de corte para lo que se considera positivo o negativo. Este punto
queda pendiente de confirmar hasta que se cuente con las historias clinicas de los pacientes analizados.

Por tanto, en este trabajo hemos puesto a punto un sistema de impresion piezoeléctrica de microarrays
como paso previo al desarrollo de un kit para pronosticar la eficacia y seguridad del tratamiento de la
alergia a las proteinas de leche de vaca mediante inmunoterapia oral.
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