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La mayoria de los casos de asma son de origen alérgico. Esta enfermedad es causada, en
personas genéticamente susceptibles, por los alergenos de los 4caros del polvo de habitacidn.
En el trépico, los 4caros m4s comunes son B. tropicalis y Dermatophagoides pteronyssinus. La
importancia clinica del primero se ha descrito en la dltima década y gran parte de esta informa-
cién se ha generado en nuestro laboratorio. Este articulo describe los procedimientos y resulta-
dos de la caracterizacién inmunoquimica y molecular de los alergenos de B. tropicalis, en un
enfoque general que llevarfa a su manipulacién genética con el fin de obtener reactivos para el
tratamiento de las enfermedades alérgicas.
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Abstract

The etiology and pathogenesis of asthma cases involve an allergic mechanism. Allergens
from house dust mites are the main cause of asthma within a genetically susceptible population.
B. tropicalis and D. pteronyssinus are the commonest domestic mites in the tropics. During this
decade, important advances have been made in our laboratory, in regard to the clinical role of
B. tropicalis. Here we describe the general approach and results we have obtained in the
immunochemical and molecular characterization of several allergens from this mite. This goal
includes the possibility of genetic manipulation of the cloned allergens to get safe reagents for
diagnosis and Immunotherapy of allergic diseases.
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Introduccion

El asma es un problema respiratorio de distribucién
mundial cuya incidencia, al igual que la mortalidad, est4
aumentando en la mayorfa de los pafses. Esta enferme-
dad es consecuencia del efecto de factores ambientales,
los cuales, en personas genéticamente predispuesias,
inducen una respuesta alérgica mediada por IgE, que en
la mayoria de los casos inicia el proceso inflamatorio
crénice del drbol bronquial, caracteristico de este pade-
cimiento. Los factores genéticos parecen ser miiltiples y
son estudiados ampliamente en la actualidad (Caraballo
L., 1999). Los factores ambientales son esencialmente
los alergenos de los dcaros que se encuentran en el polvo
de habitacién, hoy denominados dcaros domésticos. Aun-
que no se conoce con exactitud la prevalencia de asma
en Colombia, en Cartagena este problema afecta a un
12.2% de la poblacién general (Caraballo L, et al. 1992).
Ademis, la mortalidad por asma es también alta en este
pais, llegando a ratas de hasta 1.6 por 100.000 habitantes
(Vergara C, et al. 1998).

Blomia tropicalis, un dcaro doméstico que pertenece
a la familia Echymiopodidae {Oconnor B, 1982), es un
componente importante del polvo de habitacidn en re-
giones tropicales y subtropicales, siendo ademds muy
sensible a las variaciones de temperatura y humedad. En
el trépico las condiciones ambientales son tan apropia-
das para el crecimiento de estos dcaros (temperatura
media de 28°C y humedad relativa de 85% durante todo
el afio) que la sensibilizacién (es decir, la induccién de
un estado alérgico en una persona) es muy frecuente en-
tre la poblacidn y los cultivos de 4caros no requieren con-
diciones artificiales especiales para crecer bien. Por otro
lado, varios estudios han demostrado que la prevalencia
de sensibilizacién por este dcaro es mucho menor en si-
tios como Santafé de Bogotd y Ciudad de México, donde
la humedad relativa es baja (Fernindez-Caldas E, et al.
1993). B. tropicalis se ha encontrado en todos los paises
tropicales donde se ha investigado su presencia, con ex-
cepcién de ciertas regiones de Thailandia. En orden de
frecuencia es el cuarto dcaro més comiin en Estados Uni-
dos, y junto con D. pteronyssinus, es uno de los dcaros
més comunes en el mundo. B. tropicalis también se ha
detectado como un dcaro de almacenamiento en el arroz
en Filipinas y en una panaderia en Barcelona (Portus M,
et al. 1976), lo cual muestra que su distribucién puede ir
mds alld de los ambientes tropicales y subtropicales.

Actualmente, la investigacion sobre la etiologia del
asma a nivel mundial se centra en la identificacién de los
factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales.
Aunque teéricamente cualquier alergeno inhalado puede

causar asma, la evidencia indica que los 4caros son las
fuentes de alergenos mds frecuentemente asociados con
la génesis y la patogénesis de esta enfermedad y por lo
tanto el factor de riesgo mds importante. La investiga-
cién sobre las caracteristicas de los alergenos de B.
tropicalis ha sido particularmente importante en el Insti-
tuto de Investigaciones Inmunoclégicas de la Universidad
de Cartagena durante los iltimos diez afios. En el pre-
sente articulo se describe la trayectoria general de esta
Iinea de investigacién, as{ como los adelantos originales
obtenidos m4ds recientemente en este campo.

Aspectos metodolégicos generales

El proceso de caracterizacién de un alergeno com-
prende varias etapas que van desde confirmar su
alergenicidad hasta definir su estructura y funcién, con
el fin de explorar las posibilidades de eliminar la res-
puesta IgE que dicho alergeno induce o modificar la ya
existente. Los enfoques y técnicas empleadas pueden
variar, pero todos se sustentan esencialmente en el desa-
rrollo de la inmunologia, la bioquimica y la biologia
molecular. Los alergenos tienen distintos origenes, de-
nominados fuentes de alergenos. Las fuentes mds comu-
nes son los 4caros, los pdlenes, los mohos, los alimentos,
los epitelios de animales, los insectos, etc. A continua-
cidén se enumeran los principales pasos que hemos segui-
do con el fin de caracterizar los alergenos de B. tropicalis.

Demostracién de la union a la IgE

Siendo estrictos, la demostracién de la alergenicidad
de un producto bicldgico deberia hacerse experimental-
mente, demostrando la capacidad de la molécula (o la
fuente de alergeno) para inducir la respuesta IgE en las
personas o animales, ya sea in vive o in vitro. Sin embar-
g0, lo que habitualmente se hace es asumir que ésta es
capaz de inducir dicha respuesta y evaluar la capacidad
de unién del alergeno a la IgE del suero de pacientes ya
sensibilizados, es decir, alérgicos. Para el caso del ex-
tracto alergénico, esto se hace con pruebas cutdneas,
“radioalergosorbent test” (RAST) o cualquiera de las
variantes de ELISA. Si se desea identificar 1a unién IgE
a cada uno de los componentes no purificados, entonces
se utiliza el “immunobloting”.

Importancin clinica y epidemioldgica

El papel que juega un alergenc como inductor de sin-
tomas en la poblacién, es decir, como productor de en-
fermedades alérgicas, muchas veces se sospecha por las
historias clinicas acumuladas por los clinicos, y usual-
mente se demuestra mediante dos métodos, El més di-
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recto emplea pruebas de provocacién, entre las cuales
estan la provocacién bronquial, la nasal, la conjuntival,
la oral, la cutdnea y la prueba de liberacién de histamina
por los baséfilos, que es un ensayo in vitro. Una manera
indirecta es hacer estudios epidemiolGgicos, investigan-
do asi una relacién causa-efecto a nivel de poblacién.
Estos estudios han pasado de simples descripciones de
prevalencia de reaccién IgE contra alergenos entre los
pacientes, a investigaciones rigurosas sobre el impacto
clinico de los alergenos en pacientes y controles.

Purificacion

Aislar un alergeno de su fuente es un paso esencial
para analizar sus propiedades fisicas, quimicas,
inmunolégicas y funcionales. Actualmente el procedi-
miento mds utilizado es clonar el gen del alergeno en un
vector y hacer que la proteina recombinante sea produci-
da por bacterias, levaduras u otras células eucariotas. Para
esto se necesita construir bibliotecas (“libraries”) de
¢DNA, en donde se almacenan los genes de las proteinas
que la fuente de alergenos utiliza. La identificacién de
los alergenos entre esa gran cantidad de proteinas se hace
aprovechando la IgE especifica de los sueros de pacien-
tes alérgicos. Otra opci6n para purificar alergenos es se-
parando los componentes del extracto natural, para lo cual
se emplean variadas técnicas de cromatografia e
inmunoquimica. Aunque es mds dispendiose que el ante-
rior, este enfoque tiene la ventaja de que se aisla y puri-
fica el alergeno nativo, que conserva la mayoria de sus
propiedades biolégicas, lo que no siempre sucede con
los recombinantes.

Cuando se obtiene un alergeno purificado, es posible
entonces denominarlo de acuerdo a las normas interna-
cionales (WHO/IUIS). La nomenclatura incluye bdsica-
mente las tres primeras letras del género seguidas de la
primera letra de la especie y finalmente un nimero que
indica el grupo a que pertenece dicho alergeno. Por ejem-
plo, un alergeno de Blomia tropicalis que pertenezca al
grupo 5 se denominard Blo t 5. Los grupos resultan de
similitudes estructurales (especialmente de la secuencia
de amino acidos), funcionales o inmunolégicas de los
alergenos y estdn limitados a cada fuente de alergenos.
Es decir, el grupo 5 de alergenos provenientes de pélenes
de arboles es distinto al grupo 5 de los alergenos de
&caros.

Secuencia de aminodcidos

Para esto se usan métodos quimicos convencionales,
actualmente bastante automatizados, que dan resultados
confiables siempre que la proteina esté lo suficiemente

purificada. Sin embargo, en el caso de proteinas grandes
no es facil obtener toda la secuencia por estos métodos y
se acostumbra a secuenciar sélo el extreme N-terminal
de la molécula. Cuando se clona el gen del alergeno, se
puede predecir la secuencia de aminoacidos de la protef-
na, empleando el cédigo genético. Generalmente esto se
confirma secuenciande quimicamente ei segmento N-ter-
minal de la proteina recombinante. De la secuencia de
aminoacidos, se derivan muchas de las propiedades fisico-
quimicas del alergeno, pero es especialmente importante
su comparacion con las restantes proteinas descritas, para
determinar homologias con la secuencia de otros
alergenos, lo que a su vez, permite predecir aspectos re-
levantes como la reactividad cruzada y la funcidn
biolégica.

Reactividad cruzada

La propiedad de una molécula alergénica de inducir
la produccién de anticuerpos IgE capaces de reaccionar
contra otras tiene implicaciones clfnicas muy importan-
tes. Tedricamente, el nimero y caracteristicas de las re-
acciones alérgicas no podrd conocerse mientras no se
determinen completamente las reacciones cruzadas en-
tre los alergenos. Para esto se emplean estudios de corre-
lacién estadistica y pruebas de inhibicién de la unidn a
IgE entre diferentes moléculas. De estas pruebas, las méds
populares son la inhibicién del RAST y del
“immunobloting”. El principio basico es el siguiente: si
una molécula B es capaz de inhibir la unién de la IgE
especifica contra la molécula A, es porque comparte si-
tios de unién de IgE con la molécula A. El uso de
monoclonales y clonas de células T también ha sido de
mucha utilidad para estudiar este fenémeno.

Identificacion de epitopes

Con el fin de analizar en detalle la respuesta
imunolégica contra los alergenos, es muy conveniente
disecar los componentes inmunogénicos de estos, ya sea
a nivel celular (epitopes T) o humoral (epitopes B). Sim-
plificando, puede decirse que los epitopes son las unida-
des minimas reconocidas por los anticuerpos o los re-
ceptores de los linfocitos T. Generalmente, para identifi-
car y localizar epitopes (“epitope mapping”) es necesa-
rio conocer la secuencia de aminoacidos, a partir de la
cual se sintetizan pequefios péptidos que, superponiendose
parcialmente en sus extremos, equivalen a toda la secuen-
cia del alergeno. Observando la linfoproliferacién indu-
cida por esos péptidos o sus combinaciones, se pueden
identificar los epitopes T. De manera similar, estudiando
1a unién de esos péptidos a los anticuerpos (menoclonales
o contenidos en el suero de pacientes) se detectan los
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epitopes B. Cuando los anticuerpos que se unen al epitope
son del isotipo IgE, se denominan epitopes alergénicos.

Utilidad diagnéstica

La utilidad diagnéstica de un extracto alergénico, ya
sea de pdlen, icaro, alimento, epitelio de gato, etc., se
calcula por la correlacién positiva entre las pruebas cuté-
neas o el RAST con dicho extracto y la sintomatologia
clinica. La utilidad diagndstica de una molécula alergénica
se mide por su potencial para reemplazar al extracto total,
ya sea por si solo o en compafifa de otros alergenos purifi-
cados del extracto. Los alergenos mayores son los que in-
ducen la produccién de IgE especifica en méas del 50% de
los pacientes y son responsables de mds del 10% de la
actividad alergénica del extracto total. Un alergeno contra
el cual reaccione el 90% de los pacientes seria un buen
candidato para reemplazar el extracto total. Por lo ante-
rior, actualmente se evalida la prevalencia de positividad
" contra cada uno de los alergenos purificados, en la pers-
pectiva de que sirvan como reactivos diagnésticos, tanto
para pruebas cutdneas como para pruebas in vitro.

Potencial terapeiitico

Desde el punto de vista médico, el objetivo principal
de la caracterizacién de los alergenos es su aplicacidn
para el control de las enfermedades alérgicas. Durante el
presente siglo la inmunoterapia (“hiposensibilizacién™)
con extractos alergénicos se ha mantenido como la dnica
opcién terapeiitica capaz de modificar el curso natural
de las enfermedades alérgicas, especialmente la anafi-
laxia por picaduras de insectos y los problemas respira-
torios provocados por aeroalergenos. Sin embargo, este
tratamiento adn se puede mejorar en cuanto a riesgos y
eficacia. Como consecuencia de los avances logrados en
la caracterizacion de los alergenos, para el préximo si-
glo se proyectan alternativas terapéuticas novedosas. Es-
tas van desde su modificacién quimica o genética para
disminuir la reactividad IgE hasta su administracién con-
junta con secuencias de nucledtidos inmunoestimuladoras
de la respuesta Thl, dado que las alergias estdn dirigidas
bdsicamente hacia una respuesta Th2. También se con-
templa la posibilidad de profilaxis con vacunacién tem-
prana de la poblacidn genéticamente susceptibie. Tedri-
camente, el potencial terapeiitico de los alergenos puri-
ficados es grande, aunque su demostracién mediante en-
sayos clinicos en animales y en humanos tomari todavia
algin tiempo.

Determinacion de la funcién biologica

La funcién que desempefia una molécuta cuando estd
en su fuente natural pudiera estar relacionada con su po-

tencial alergénico. Sin embargo, esto ha podido demos-
trarse s6lo en algunos casos. L.a mayorfa de los alergenos
son enzimas con funciones importantes en el metabolis-
mo o en las defensas de las plantas o los animales de don-
de provienen. Las pruebas empleadas para establecer la
funcidén biolégica de un alergeno dependen del tipo de pro-
teina y su homologia con las ya existentes. Actualmente
la determinacién de la funcién biolégica de los alergenos
es mds gue todo de interés cientifico y estd muy relacio-
nado con el estudio de la estructura de dichas moléculas.

Esctructuras secundaria y terciaria

La estructura tridimensional de un alergeno puede
predecirse mediante programas de modelaje molecular
que aprovechan su homologia con moléculas estudiadas
experimentalmente con anterioridad. Sin embargo, para
establecer con certeza la estructura nativa son necesarios
los estudios de espectroscopia (con resonancia magnéti-
ca nuclear o dicroicismo circular) y cristalografia me-
diante difraccién de rayos X. Al definir la estructura, se
pueden analizar mejor las regiones alergénicas e
inmunogénicas, asi como su relacién con las regiones
biolégicamente activas. Los cambios estructurales
globales secundarios a la mutagénesis dirigida también
se percibien mejor en estas condiciones. Dado que estos
procedimientos corresponden a disciplinas hasta el mo-
mento poco relacionadas con la alergologia experimen-
tal, su aplicacién ha sido escasa, a pesar del gran poten-
cial informativo que ofrecen. Sin embargo los adelantos
que se han obtenido en el andlisis inmunolégico y fon-
cional de diversos alergenos cuya estructura primaria
estd definida, hacen pensar que en los préximos afos se
obtendrdn muchos avances en esta importante etapa de
la caracterizacién de los alergenos.

Los alergenos de B. tropicalis

El ndimero exacto de alergenos que contiene un ex-
tracto de B. tropicalis no se ha definido todavia ya que
esto depende del origen de los sueros utilizados para
detectarlos, los que a su vez contienen un conjunto
policlonal de anticuerpos que reflejan el grado de expo-
sicién y susceptibilidad genética de la poblacién. Por
ejemplo, mediante “inmunoblotting” revelados con sue-
ros de pacientes asmdticos de Cartagena, encontramos
25 fracciones alergénicas en un rango de 11 a 85 Kd en
un extracto de cuerpo de B, tropicalis. En ese estudio se
pudieron identificar un alergeno mayor de 11-13 Kd y
tres importantes alergenos adicionales con porcentaje de
unién cercano ai 50% y correspondiendo a las bandas de
64, 36 y 33 Kd {Caraballo L, et al. 1994}. En otro estu-
dio, usando sueros de pacientes asméticos de Taiwan se
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detectaron tres alergenos mayores en el extracto de B
tropicalis, con pesos moleculares de 14.3, 106.5 v 94 Kd
{Tsai J, et al. 1998). Estos resultados sugieren la existen-
cia de diferencias en el patrén de sensibilizacidén en los
pacientes que viven en ambientes tropicales, lo que tam-
bién puede estar influido por las caracteristicas genéticas
tanto de la poblacidn como de los dcaros.

Distribucion de los alergenos de B. tropicalis

Los alergenos de B. tropicalis se pueden encontrar
durante todo el afio en los colchones v pisos de las casas
en las regiones tropicales, tal como fué detectado en
Cartagena usando un extracto de polvo de habitacidn para
inhibir la reactividad IgE (RAST) contra el extracto total
del dcaro (Puerta L, et al. 1996) v en Singapore empleando
una prueba de inhibicidn similar a la anterior (FAST) la
cual emplea fluorescencia en lugar de material
radioactivo (Zhang L, et al. 1997). También se obtuvie-
ron resultados semejantes cuando se determinaron de ma-
nera secuencial los alergenos de D. preranyssinus, lo cual
indica que en el trdpico los niveles de alergenos de dcaros
no estan sometidos a variaciones estacionales, Esta per-
manencia de los alergenos en el ambiente durante todo
el afio es posible que suceda también con otros dcaros y
puede explicar el alto grado de sensibilizacidn en la po-
blacién afectada, adin en aguellos lugares en donde las
concentraciones de algunos alergenos mayores se han
encontrado por debajo de lo esperado.

Impacto clinico de los alergenos de B. tropicalis

Aungue la concurrencia de otros dcaros (como por
cjemplo, D. preronyssinus, D. farinae, Suidasia
medanensis) en el polvo de habitacién dificulta la eva-
luacidn del papel especifico de B, fropicalis en la etiolo-
gia y patogénesis de las enfermedades alérgicas respira-
torias, el impacto clinico de este 4dcaro se ha asumido
con base en estudios epidemioldgicos y de provocacidn
in vive, los cuales han mostrado su gran importancia en-
tre los pacientes con asma y rinitis, Segiin resultados de-
rivados de estudios que utilizan pruebas cutineas, RAST
v pruebas de linfoproliferacidn, la sensibilizacién a B.
tropicalis es frecuente e intensa en los pacientes con asma
y rinitis en las regiones tropicales y subtropicales, Usan-
do cualquiera de estas pruebas, la diferencia de
reactividad entre los pacientes y las personas normales
es altamente significativa (p ~ 0.0001). Las cifras de
prevalencia de sensibilizacidn contra este dcaro (Figura
1) pueden ser tan altas como un 92%, como fué encon-
trado (usando RAST) en nifios asmdticos de 6 al6 afios
de Sao Paulo, Brasil (Rizzo M, et al. 1997); 87% en ni-

fios de Singapore (Lee B, 1997); 85% en Cuba (Ferrandiz
R, et al. 1996); 80.5% en Cartagena (Puerta L, et al.1993)
v 73.3% en Taiwan (Tsai J, et al. 1998).

La sensibilizacién por B. fropicalis también es alta
entre los pacientes que consultan las salas de emergen-
cias por crisis de asma aguda. Dos estudios, uno realiza-
do en Tampa, Florida, una region subtropical y otro en
Cartagena, una ciudad del Caribe (Tabla 1), han demos-
trado que la sensibilizacién a B. tropicalis es mucho mis
frecuente (p = 0.0001) y mds intensa (p = 0.001) en pa-
cientes asmdticos (tanto nifios como adultos) que con-
sultan por crisis de asma que en aquellos pacientes que
consultan a la misma sala de urgencias por motivos dis-
tintos a asma (Nelson R, et al. 1996, Caraballo L, et al.
1998). Es importante anotar que en el estudio de Tampa,
la prevalencia de RAST positivos contra B. tropicalis
entre los controles no asméticos fué cero (p = 0.0002),
Por otro lado, la especificidad de la respuesta alergica
hacia B. tropicalis encontrada en los pacientes también
se ha verificado in vive mediante provocacidn nasal, lo

Tabla 1. Influencia de dos dcaros en el asma aguda

Sensibilizacién por dcaros asma aguda

Acarg Pacientes  Controles OR
D preronyssinus 64/50 28100 43
B. rropicalis 459 A0V | K} 44

Niveles de IzF especifica en asma aguda

Alergenn FPaciemies Controles P
L puegronyssimus 24 16 0,001
8. frapicalis 36 22 0N
0 0 4i 6l 80 140
o R
Colombia |
Cuba 3
Sz IR
e ]

Figura 1. La prevalencia de sensibilizacion a B, tropicalis en nifios ¥
adultos en paises tropicales de Asia y Sur Aménica es muy alta. Aungue
también se ha descrito en otras regiones tropicales v subtropicales, las
cifras de esta figura son las mds elevadas.
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que sugiere que éste dcaro deberia considerarse como una
causa de rinitis dlergica cuando se evaluan pacientes que
viven en dreas donde este dcaro es endémico (Stanaland
B, et al. 1996). En este dltimo estudio, solamente aque-
llos pacientes con prueba cutdnea positiva a B, tropicalis
tuvieron una prueba de provocacién nasal positiva, aun-
que todos eran sensibles a D, preronyssinus.

Reactividad cruzada con alergenos de otros dcaros

Dado que la poblacidn estd expuesta a alergenos pro-
venientes de diversos dcaros del polvo de habitacidn, la
reactividad cruzada entre los alergenos de B. tropicalis y
aquellos de otros dcaros es un tema de mucha importan-
cia y por lo tanto ha merecido la atencién de varios gru-
pos de investigacidn. Algunos estudios han encontrado
que existe una reactividad cruzada entre B. tropicalis ¥
0. pteronyssinus cercana al 30%, la cual, segin nuestros
estudios se sustenta principalmente en los alergenos del
grupo 3 (Arruda K, et al. 1991; Stanaland B, et al. 1994;
Caraballo L, et al. 1998).

Lo anterior sugiere que la mayoria de los alergenos
de estos dos dcaros son especie-especificos, sustentando
la necesidad de incluir los alergenos de B. tropicalis en
el diagndstico y el tratamiento de las enfermedades
dlergicas respiratorias en el twépico, donde ambos dcaros
son abundantes en el polvo de habitacién (Figura 2). Sin

= S —
r=0.62, p= 0.001
P -
]
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-] = |
.. ;
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Figura 2. Debido a que los dcaros B, tropicalis v 0. pteronyssinus son
endémicos en el polvo de habitacidn en el trépico, es frecoente que los
pacientes presenten sensibilizacion simultdnea a los alergenos de ambos.
Sin emhargo, esta respuesta comiin, cuya cormelacidn altamente
significativa se puede observar en esta grifica, también estd influida por
la reactividad cruzada entre algunos de sus alergenos, especialmente los
del grupo 5.

embargo hay otros alergenos que podrian estar
invulocrados en la reactividad cruzada de estos dos dcaros,
Por ejemplo, usando radicinmunoeleciroforesis cruzada
se han encontrado dos componentes adicionales de
reactividad cruzada entre ellos (Arlian L, et al. 1993),
Ademds, el alergeno recombinante Lep d 2, del dcaro
Lepydoglyphus destructor, parece tener reactividad cru-
zada con una banda de 14.5 Kd del extracto de B.
tropicalis, cuando los “immunoblots” se detectan con un
“pool” de sueros de pacientes procedentes de Suecia
i Johansson E, et al. 1997),

Por otro lado, nosotros hemos observado recientemen-
te que el alergeno recombinante Der p 2, del dcaro D
pteronyssinus, puede inhibir la unidn de IgE de un “pool”
de sueros alérgicos, a una banda de 14.8 Kd del extracto
de B. tropicalis, Las dos evidencias anteriores sugieren
que B. tropicalis contiene un alergeno del grupo 2, aun-
que hasta el momento su aislamiento ha sido particular-
mente dificil. Entre B. tropicalis v L. destructor existe
una mayor reactividad cruzada (Puerta L, et al, 1991) y
los resultados obtenidos al estudiar la reactividad cruza-
da entre B. tropicalis vy D. siboney, aunque demuestran
reactividad cruzada, la intensidad de ésta ha mostrado

100 (5. medanensis en fase solida)
e
-5 8. medanensis
]
=) B. tropicalis
E 507
[ ¥]
=)
i
257
ﬂ . T T LA |
01 -1 1 10
ng/ul. de inhibidor

Figura 3. Resvltado de un experimento de inhibicidn del RAST entre 8.
tropicalis ¥ 8, medanensis. En este caso el extracto de 5. medanensis estd
en la fase sdlida, es decir fijado en la placa de ensaye, Una mezela de
sueros con alta reactividad contra B. rrapicalis v 8. medanensis fué
adsorbida por separado con concentraciones crecientes de 8. fropicalis v
5. medanensis. Luego de la adsorcidn, se repite el RAST y se cuantifica
el porcentaje de inhibicidn. Obsérvese que ambos extractos inhiben la
unidn de la IgE casi completamente.
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algunas contradicciones (Ferrandiz R, et al. 1995;
Ferrandiz R, et al. 1998).

Actualmente en nuestro laboratorio estamos esiudian-
do la reactividad cruzada entre B. tropicalis v §.
menadensis, un dcaro que también se encuentra con fre-
cuencia en el trépice y cuyo papel en el asma estd en
investigacidn. Hemos encontrado gue existe reactividad
cruzada entre los dos dcaros, pero B. tropicalis contiene
la mayoria de los epitopes de 5. medanensis (Caraballo
L, et al. 1999). Las Figuras 3 y 4 muestran los resultados
de experimentos de inhibicidn del RAST con extractos
de estos dos dcaros. Estos experimentos sugieren que tal
vez no sea necesario incluir de rutina la evaluacidn de
alergia a 5. medanensis en pacientes asmdticos, puesto
que la mayoria de los epitopes de este dcaro estdn conte-
nidos en el extracto de B. rropicalis. Sin embargo, un
nimero pequefio de pacientes pudiera reaccionar exclu-
sivamente a los pocos epitopes especificos de 5.
medanensis, por lo tanto se necesita ampliar estas inves-
tigaciones para definir con certeza el impacto clinico de
este dcaro,

recombinante (Tabla 2). Esto ha permitido tenerlos de
manera purificada v en cantidades apropiadas para
caracterizarlos mejor desde el puntoe de wvista
inmunoldgico v para explorar formas de manipular su
alergenicidad y antigenicidad. El primer alergeno
recombinante descrito para B. tropicalis fue BiM
(Caraballo L, et al. 1996), el cual resultd ser un alergeno
del grupo 5, cuya secuencia de amino acidos muestra una
alta homologia con el alergeno Der p 5 (del D.
preronyssinus) v es indéntico al extremo C-terminal de
Blo t 5, otro alergeno recombinante de B. tropicalis
(Arruda K, et al. 1997).

Parece ser que BtM es una clona parcial de Blo t 3,
sin embargo, esta molécula posee la mayoria de los
epitopes del equivalente natural y comparte epftopes con
alergenos de 14 y 16 Kd del extracto de B. rropicalis. El
mapeo de epitopes B de BtM (Figura 5) sugiere gue esta

Tabla 2. Alergencos recombinantes de Blomia rropicalis

Moembre  %Unidn-1gE Funcidn MW () Referencia
Alergenos recombinantes de B. tropicalis
o 5 : ; ;i 279 % i ] ballo L, et al, 1996
Durante los dltimos 3 afios hemos obtenido varios de BiM P desconocids 8, AL
los alergenos de B. rropicalis mediante tecnologia de DNA }
Blot 5 4573 %  desconocida 14 Armmuda L, et al J297
Blat12 18-50 % desconocida 142 Puerna L, etal. /996
100 ] Tt z
(B. tropicalis en fase sélida)
Blot13 1% FARP 14,8 Caraballo L, et al. 1997|
76 1 B. tropicalis
G
5 ! . 3
:E e ———— e
E 507 1 ARGKELQEKIIRELDVVCANIEGAQGATERELERTDLNI
% 5. medanensis 4 6
= 5
25
LERFNYEEAQTLEKILLEDLEETEQEVEDIQTD 72
01 I e ] LI e a2 TTT=TTTTCT
om R 1 10 Figura 5. La secuencia de amino acidos de BtM comprende 72 residuos.
P Las lineas horizontales sobre la secuencia indican los péptidos
ng/uL de inhibidor sintetizados. Cada péptido comparte residuos con el siguiente. De

Figura 4. Cuando B, rropicalis estd en la fase sdlida, 5. medanensis es
capaz de inhibir solamente el 30% de la unidn IgE contra B, rrapicalis.
Esto, de conjunto con el experimento de la Figura 2, demuestra que
existe reactividad cruzada entre los dos extractos de dcaros, pero B.
trepicalis tene casi todos los epitopes de S, medanensis v ademds un
nimero importante de epitopes especificos de especie.

acuerdo con la capacidad que tenga cada péptidoe de inhibir la unidn de
laIgE a la molécula completa de BtM, se pueden localizar los epitopes
comespondientes, En este experimento, el péptido 4 fue el que mostrd la
mayor capacidad inhibitoria. Dado gue los péptidos 3 ¥ 5 mostraron una
inhibicién mucho menor, se concluye el péptide 4 define un epitope
secuencial {lineal) en la molécula de BtM, dicho epitope parece estar
limitade a sélo & residuos.
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malécula tiene un epitope alergénico mayor de caracter
lineal, detectado mediante inhibicidn de la unidn IgE con
péptido superpuestos (Moreno L, et al. 1997). La fre-
cuencia de unidn de IgE de éste alergeno recombinante
varia entre 52 v 79%, de acuerdo a dos estudios con sue-
ros de pacientes asmdticos de Cartagena, alérgicos a los
dcaros. Por su parte, el recombinante Blo t 5 reacciona
con el 45% de los sueros de asmdticos alérgicos a B.
tropicalis procedentes de Brasil. Ambos recombinantes
inducen pruebas cutineas positivas entre los pacientes
pero no entre los controles,

Se han producido anticuerpos monoclonales contra
Blo t 5, uno de los cuales se ha propuesto como (il para
monitorear los niveles de exposicidn a este alergeno
(Bavbek 5, et al. 1997). El anticuerpo monoclonal 3G8
producide contra BiM, detecta solamente una banda de
8-10 Kd en el extracto total de B. tropicalis ¥ no tiene
ninguna reactividad cruzada con Der p 5. Esta banda pa-
rece corresponder al alergeno de bajo peso molecular
identificado con los sueros de los pacientes, lo cual indi-
ca que este monoclonal pudiera ser 1itil para monitorear
la concentracion de este alergeno mayor de B. tropicalis
en los extractos ¥ en el medio ambiente,

Recientemente, han sido clonados otros alergenos de
B. tropicalis, entre ellos, Blo t 12, que tiene una frecuen-
cia de unidn a IgE entre 18 y 50% entre pacientes
asmdticos y cuya funcidn es desconocida (Puerta L, et
al. 1996); Blo t 13, una proteina de unién a dcidos grasos
que pertenece a la superfamilia de FABP/Lipocalinas, con
10% de frecuencia de unién a IgE (Caraballo L, et al.
1997) y un alergeno de 18 Kd identificado como troponina
C (Simpson A, et al. 1997).

Funcién bioldgica de Blo t 13

La funcién bioldgica de Blo t 13 ha sido confirmada
experimentalmente usando ensayos de unidn de ligandos
fluorescentes. La proteina es capaz de unir los dcidos
cis-parinarico y oleico. Este es, hasta el momento, el
inico alergeno de B. tropicalis cuya funcidn (proteina
de unidn a dcidos grasos, FABP) se ha demostrado expe-
rimentalmente después de que esta funcidn fué sugerida
por la homologia en la secuencia de amino dcidos con
ese grupo de proteinas (Puerta L, et al. 1999). Como
parte de un estudio colaborativo con el Centro Nacional
de Biopreparados de La Habana hemos obtenido
anticuerpos monoclonales contra este recombinante (ma-
nuscrito en preparacidn) para investigar las relaciones
enire las propiedades inmunoldgicas y bioldgicas de esta
molécula.

Sistemas de expresion de los alergenos recombinantes

En nuestro laboratorio, la mayoria de los alergenos
recombinantes se han clonado como proteinas de fusidn
con la “Gluthione-S-transferase”, empleando vectores
como el pGEX-4T-3 y cepas de E. coli como sistemas de
expresidn. De esta hemos alcanzado a producir hasta 0.8
mg de alergeno por litro de cultive (Figura 6). Sin em-
bargo, con el fin de obtener mayores cantidades de
alergenos y analizar mejor sus propiedades bioldgicas y
estructurales, dltimamente hemos expresado algunos de
ellos (Blo t 12 ¥ Blo t 13) en la levadura Pichia pastoris,
lo cual brinda mayor cantidad de produccidn (60 mg/L
de cultivo) v las moléculas mantienen su capacidad
alergénica natural (Puerta L, et al. 1999),

Analisis estructural de Blo t 13

Dado que gran parie de los epitopes alergénicos (B)
son conformacionales, es decir, que dependen de la es-
tructura terciaria de la proteina, en algunos casos es ne-
cesario oblener experimentalmente la estructura tercia-
ria de la molécula. En el caso de Blo t 13, los estudios
preeliminares de mapeo de epitopes B con pépudos su-
perpuestos efectuados en colaboracidn con cientfficos de
la Universidad de Kuala Lunpur en Malasia, sugieren que
esta molécula no tiene epitopes lineales (secuenciales)
importanies y que posiblemente sus epitopes mayores
sean conformacionales. Por otra parte, la estructura se-
cundaria de esta molécula ya fué obtenida experimental-
mente mediante dicroismo circular, lo cual permitié pro-
poner un modelo de estructura terciaria (Figura 7), basa-

Unién Linidn
Vector Producto a IgE acidos  Rendimiento
grasos
pGEXATIHE cali | - + + 0.8 mg/L
pGEX-ATIE, coli EE - +  <0Emgl
pPICSF. pastaris e + + 60 mg/L

C 1gsr [ mwina | 17cxtraaa,

Figora 6. Diferentes propiedades de Blo t 13 analizadas después de su
cxpresidn en sistemas procariotes (E. coli) v eucariotes (P pastoris).
Puede verse que en ambos sistemas las propiedades inmunoldgicas
{unidn a IgE) ¥ funcionales (unidn a dcidos grasos, FAB) persisten, pero
la productividad en cuanto a concentracidn de proteina por litro de
medio de cultivo es mucho mayvor cuando se expresa en levadura,
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dos en la homologia de este alergeno con oiras FABPs
cuyas estructuras ya habian sido establecidas de manera
experimental. Esto, sumado al interés de establecer la
relacidn estructura-funcidn en este alergeno, ha llevado
a nuestro grupo al proyecto de obtener, en colaboracidn
con cientificos de la Universidad de Glasgow, la estruc-
tura terciaria de Blo t 13 mediante cristalizacidn v
difraccién de Rayos X. Este proyecto, actualmente en
curso, nos permitira dar pasos concretos en la manipula-
cidn genética de esta proteina alergénica, con el fin de
obtener isoformas hipoalergénicas que puedan ser expe-
rimentadas en inmunoterapia.

Utilidad diagndstica de los alergenos recombinantes

Dado que tanto B. fropicalis como D, preronyssinus
estan fuertemente asociados con asma y rinits en el tro-
pico, se hace necesario definir la utilidad diagndstica que
puedan tener los alergenos purificados de estos dcaros en
comparacion con la del extracto total. En ese sentido,
recientemente hicimos un estudio para definir la preva-
lencia de la [gE especifica contra algunos de los alergenos
purificados de estos dcaros en 90 pacientes asmdlicos pro-
cedentes del medio ambiente tropical, con pruebas cutd-
neas positivas a los extractos totales de dichos dcaros y
en individuos con pruehas cutaneas negativas, con el fin
de evaluar el uso de esios alergenos en el diagndstico de
enfermedades respiratorias en el tropico. Los alergenos
recombinantes utilizados fueron: BtM, Blo t 12 y Blo t
13 de B. tropicalisy Derp |, Derp2,Derp 3, Derp T, ¥

Der p 10 de D. preronyssinus. Exceptuando Blot 12 que
fue expresado en la levadura F. pastoris, las otras molé-
culas fueron expresadas en E. coli, como proteinas de
fusién con Gluthatione-S-transferasa (GST). El Der p 1
fue aislado y purificado del extracto de D. preronyssinus,
como alergeno nativo, La IgE especifica fue determina-
da mediante RAST,

Ochenta y cinco por ciento de los pacientes fueron
alérgicos al extracto de D. preronyssinus, ¥ la distribu-
citn de la IgE especifica dentro de este grupo fue (Figu-
ra 8): para Der p 2, 75% (valores de RAST entre 0.5 -
55%); Derp 1, 70% (0.5- 58%); Der p 5, 41% (0.5-60%);
Der p 10, 19% (0.6-66%); Der p 7, 17% (0.6-45%). Al
tomar de conjunto las reactividades positivas de Der p 1,
Der p 2 v Der p 10, se pudo detectar el 93% de los sueros
positivos a D. pteronyssinus. Setenta y ocho por ciento
de los pacientes reaccionaron al extracto de B, tropicalis,
siendo la distribucion por alergenos asi: BtM, 52% (0.6-
64%); Blo t 12, 18% (0.5-26%); Blo t 13, 10%, (0.6-
54%9%). Setenta y dos por ciento de los pacientes fueron
alérgicos a ambos extractos y se encontré una correla-
cidn significativa entre los niveles de IgE especifica con-
traDerp 1y Derp2 (p=0.0001)y entre BtM y Derp 5
ip=0.0001)

Este estudio muestra ¢l potencial que tienen los
alergenos recombinantes como elementos diagndsticos
en las enfermedades alérgicas. En el caso de B. tropicalis,
aunque la reactividad contra BtM es frecuente, no tene-
mos todavia un grupo de alergenos que pueda reempla-
zar el extracto total, lo que significa que deben aislarse
mds recombinantes de este dcaro y determinar sus fre-
cuencias de positividad al RAST entre pacientes y con-
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Figura 7. Modelo de estructura tridimensicnal del alergeno Blot 13,
obtenido a partir de su estructura secundaria ¥ la homologia que presenta
com otras FABPs.

Figura 8. Frecuencia de reactividad alérgica (1gE especifica) de
pacientes asmaticos contra un grupo de alergenos purificados de D.
pleronyssinus y B. tropicalis.
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troles. Sin embargo, en relacién con el D. pteronyssinus
encontramos que, para diagnéstico, un grupo de 3
alergenos de este 4caro podria reemplazar el extracto to-
tal. Actualmente estamos evaluando las pruebas cutineas
hechas con los alergenos recombinantes, ya que serfa una
manera més facil para su utilizacién por los médicos en
sus consultorios.
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