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Revisi&oacute;n de conocimientos
1. ALERGIA
1.1 Definici&oacute;n y mecanismos:
Las enfermedades al&eacute;rgicas representan en la actualidad una de las
principales patolog&iacute;as que afectan a la salud en todas las edades y se
considera que al menos 100 millones de personas en el mundo presentan
problemas al&eacute;rgicos (Grant, 1992). En 1997 Romagnani considero que se
hab&iacute;a producido un considerable incremento en su incidencia en las
sociedades industrializadas durante los &uacute;ltimos 30 a&ntilde;os, estimando que al
menos un 20% de la poblaci&oacute;n mundial era susceptible de padecer dicha
enfermedad (Romagnani, 1997). El coste anual para el tratamiento del asma
en los Estados Unidos se estim&oacute; alrededor de los 6.000 millones de $USA
(Smith, 1997), y la morbilidad asociada a la atopia requiere elevados costes de
medicaci&oacute;n. Estos hechos incentivan, la investigaci&oacute;n de los mecanismos de la
enfermedad, as&iacute; como el desarrollo de nuevas estrategias diagn&oacute;sticas y
terap&eacute;uticas que contribyen a fomentar la investigaci&oacute;n b&aacute;sica y cl&iacute;nica en
centros de investigaci&oacute;n, hospitales e industria farmac&eacute;uticas (von Hertzen,
2000).
La identificaci&oacute;n de agrupamientos de la regulaci&oacute;n de citoquinas en el
cromosoma 5 y del complejo mayor de histocompatibilidad en el cromosoma 6
son ejemplos de estudios que ponen de manifiesto el componente gen&eacute;tico que
acompa&ntilde;a a la enfermedad, aunque muchas veces, estos factores gen&eacute;ticos no
explican la creciente incidencia de la enfermedad, por ello, se han desarrollado
estudios epidemiol&oacute;gicos en diferentes grupos poblacionales para intentar
relacionar causa y efecto. Estos estudios parten de la premisa de que los
responsables de dicho crecimiento podr&iacute;an ser debidos a cambios
medioambientales (Cookson, 2000) alteraciones feto-maternas, estilo de vida,
dieta, y desembocan en la denominada teor&iacute;a higienista (Folkerts, 2000).
Figura 1: teor&iacute;a higienista (Busse, 2002)
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El sistema inmune esta constituido por en una serie de elementos celulares y
humorales que pueden interactuar espec&iacute;ficamente con muchos tipos de
estructuras moleculares (ant&iacute;genos) con la finalidad de distinguir lo propio de
lo ajeno al organismo. La funci&oacute;n de este sistema es proteger al organismo del
da&ntilde;o que eventualmente pudieran producir microorganismos y toxinas
externas, as&iacute; como eliminar alteraciones internas como tumores. El sistema
inmune tambi&eacute;n puede responder inapropiadamente ante sustancias, que
aunque extra&ntilde;as y aparentemente inofensivas, conducen a desarrollar
fen&oacute;menos de hipersensibilidad de tipo I, conocidos tambi&eacute;n como de
hipersensibilidad inmediata o alergia.
1.2 Hipersensibilidad inmediata
Uno de los mecanismos de reacci&oacute;n m&aacute;s poderosos del sistema inmunitario es
la estimulaci&oacute;n mediada por la IgE de los mastocitos tisulares y de sus
hom&oacute;logos circulantes, los bas&oacute;filos sangu&iacute;neos (Wills-Karp y cols., 2001).
Cuando se produce un entrecruzamiento entre un ant&iacute;geno y &eacute;ste tipo de
anticuerpos asociados a las c&eacute;lulas, se produce una inmediata activaci&oacute;n de
las mismas, que conduce a la liberaci&oacute;n de los mediadores almacenados en
sus gr&aacute;nulos. Estos mediadores, en conjunto, producen:
-
Aumento de la permeabilidad vascular.
Vasodilataci&oacute;n.
Contracci&oacute;n del m&uacute;sculo liso bronquial y visceral.
Inflamaci&oacute;n local
Esta reacci&oacute;n es conocida como “hipersensibilidad inmediata” (Noon, 1911) y
por sus importantes repercusiones patol&oacute;gicas, que en su forma m&aacute;s extrema,
sist&eacute;mica se conoce como “anafilaxia”, conllevan a contraer la v&iacute;a respiratoria,
hasta el punto de producir la parada cardio-respiratoria. Es caracter&iacute;stico
tambi&eacute;n de la reacci&oacute;n de hipersensibilidad inmediata, que entre las 2 y 4
horas posteriores a la degranulaci&oacute;n de mastocitos y bas&oacute;filos, se produzca
una reacci&oacute;n de “fase tard&iacute;a” (Mudde y cols., 1990), caracterizada por un
infiltrado inflamatorio de eosin&oacute;filos, bas&oacute;filos, neutr&oacute;filos y linfocitos; que
conducen, tras reiteradas repeticiones a una lesi&oacute;n tisular.
Los individuos que tienden a producir anticuerpos de la clase IgE, en
respuesta a diferentes ant&iacute;genos ambientales y que presentan respuestas de
hipersensibilidad inmediata, se denominan “at&oacute;picos”.
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Figura 2: Sensibilizaci&oacute;n y memoria (Valenta, 2002)
1.2.1:
Secuencia
de
acontecimientos
hipersensibilidad inmediata
en
las
reacciones
de
La respuesta al&eacute;rgica mediada por Ig E requiere de una serie de interacciones
moleculares y celulares entre c&eacute;lulas presentadoras de ant&iacute;genos (c&eacute;lulas
dendr&iacute;ticas, macr&oacute;fagos y monocitos), linfocitos T (subtipos T supresores y T
helper:Th1 y Th2) y linfocitos B. Las c&eacute;lulas presentadoras de ant&iacute;genos
absorben y fragmentan los ant&iacute;genos para poder presentarlos, en forma de
peque&ntilde;os p&eacute;ptidos (denominados epitopos T) asociados amol&eacute;culas de clase II
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) a los linfocitos T.
En individuos al&eacute;rgicos el contacto con un ant&iacute;geno, generalmente de
naturaleza proteica, que habitualmente recibe el nombre de “al&eacute;rgeno” (Wahn
y cols., 1997), induce la estimulaci&oacute;n de las c&eacute;lulas T CD4+, que representan
el 60% de las c&eacute;lulas T circulantes y que presentan receptores para los
complejos epitopos T-MHC de clase II, que inducen su proliferaci&oacute;n y la
liberaci&oacute;n de citoquinas y su ulterior transformaci&oacute;n en c&eacute;lulas T efectoras o
“helper”, denominadas TH2 (Constant y cols., 2000). Estas c&eacute;lulas TH2
producen y liberan citoquinas IL–4, IL–5, IL–13 y m&iacute;nima o ausencia de IFN γ
(Grunewald y cols., 1998), as&iacute; como se&ntilde;ales mediadas por contacto, que
inducen la diferenciaci&oacute;n de c&eacute;lulas B espec&iacute;ficas del ant&iacute;geno, en c&eacute;lulas
productoras de IgE espec&iacute;fica del ant&iacute;geno. En individuos sanos la respuesta
de las c&eacute;lulas T CD4+ conduce a una elevada s&iacute;ntesis de IFN γ (potente
antagonista de la IL-4).
Sin embargo se han descrito linfocitos T CD4+ heterog&eacute;neos como los
denominados Th0 caracterizados por la s&iacute;ntesis de elevadas cantidades de IL-4
e IFN γ y otra familia conocida como Treg con capacidad de suprimir la
respuesta inmune y que presenta dos fenotipos diferentes: c&eacute;lulas Treg de tipo
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Th3 productoras de TGF β, asociadas a la&oacute;n inducci
de tolerancia
mucosa/oral (Weiner 2001) y c&eacute;lulas Treg de tipo 1 (Tr1) productoras de
elevados niveles de TGF β e IL-10 (Levings et al 2005. Otros fenotipos de
c&eacute;lulas Treg han sido descritos en funci&oacute;n de su producci&oacute;n de citoquinas
como las Treg productoras exclusivamente de IL-10 y no de TGF β
(Bellinghausen et el 2001) y las Treg productoras exclusivamente de IL-10 e
IFN γ (Stock et al 2004). La comparaci&oacute;n entre las c&eacute;lulas CD44CD25+ Treg de
individuos sanos y de individuos at&oacute;picos muestran que las c&eacute;lulas Treg de los
individuos at&oacute;picos son menos efectivas en la supresi&oacute;n de las c&eacute;lulas
CD4+CD25+ (Ling et al 2004 y Bellinghausen et al 2005) y la proporci&oacute;n de
c&eacute;lulas Treg perif&eacute;ricas productoras de IL-10 al&eacute;rgeno espec&iacute;fica de los
individuos al&eacute;rgicos es m&aacute;s elevada que la de c&eacute;lulas Th2, cuando se
comparan con individuos no al&eacute;rgicos (Akdis et al 2004)
Del concurso de estas interacciones, la IgE producida por los plasmocitos
circula por el organismo, disponiendo de una vida media de 2 – 3 d&iacute;as y una
concentraci&oacute;n normal &lt; 80 UI/mL* y se fija a receptores espec&iacute;ficos de alta
afinidad para el Fcε de la cadena pesada de la IgE, denominados FcεRI (Turner
y Kinet, 1999) y presentes en la superficie de los bas&oacute;filos sangu&iacute;neos
circulantes y de los mastocitos de diversos tejidos, en los que se puede
mantener hasta 15 d&iacute;as.
La reintroducci&oacute;n o un ulterior contacto con el mismo ant&iacute;geno, induce su
fijaci&oacute;n por puenteo o entrecruzamiento con dos &oacute; m&aacute;s mol&eacute;culas de IgE
espec&iacute;fica, a trav&eacute;s de sus Fab, en la superficie de mastocitos y bas&oacute;filos (Saini
y cols., 2000). El entrecruzamiento de los receptores Fc inicia una se&ntilde;al de
transducci&oacute;n en las c&eacute;lulas, que conduce a su degranulaci&oacute;n y liberaci&oacute;n de
mediadores preformados al exterior de las mismas, as&iacute; como a la s&iacute;ntesis y
liberaci&oacute;n de otros mediadores, que son los responsables de las
manifestaciones cl&iacute;nicas y anatomopatol&oacute;gicas de la hipersensibilidad.
Algunos de los mediadores, inducen una acci&oacute;n inmediata sobre la
musculatura lisa y vascular, mientras que otros mediadores estimulan la
atracci&oacute;n y acumulo de leucocitos y linfocitos, que originan una acci&oacute;n
retardada
La hipersensibilidad inmediata o alergia, puede considerarse de &eacute;ste modo y
en forma simplificada, como una enfermedad dependiente de c&eacute;lulas TH2; ya
que estas c&eacute;lulas producen IL–4; una citocina necesaria para la s&iacute;ntesis de
IgE, as&iacute; como de la IL–5 que estimula activaci&oacute;n del eosin&oacute;filo propio de los
procesos inflamatorios y que es caracter&iacute;stico de muchas patolog&iacute;as al&eacute;rgicas
(Ying, 1997). Este tipo de reacci&oacute;n es diferente de la hipersensibilidad
retardada, una reacci&oacute;n inmunitaria mediada por c&eacute;lulas T CD8+ y CD4+ TH1,
as&iacute; como macr&oacute;fagos, en las que los anticuerpos no presentan un papel
protagonista.
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Figura 3: Reacci&oacute;n inmediata (Valenta, 2002)
Figura 4: Reacci&oacute;n tard&iacute;a (Valenta, 2002)
1.2.2: La Inmunoglobulina E en la hipersensibilidad inmediata
La IgE es el isotipo de anticuerpos que contiene la cadena pesada ε. Circula
libremente, como anticuerpo bivalente en concentraciones inferiores a 1
pg/mL. En condiciones patol&oacute;gicas, como las infecciones por helmintos y la
atopia, &eacute;sta concentraci&oacute;n puede incrementarse hasta por encima de los 1.000
pg/mL. Su s&iacute;ntesis depende exclusivamente de la activaci&oacute;n de las c&eacute;lulas T
helper CD4+ y concretamente de la subpoblaci&oacute;n de c&eacute;lulas TH2 y de su
secreci&oacute;n de IL–4, IL-5 e IL–13 (Abbas y cols., 1991).
Los individuos at&oacute;picos, contienen en circulaci&oacute;n ademas de una mayor
cantidad de c&eacute;lulas T secretoras de IL – 4, un incremento en su capacidad de
s&iacute;ntesis, que en las personas no at&oacute;picas.
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La base gen&eacute;tica de la predisposici&oacute;n a sintetizar IgE, se encuentra
influenciada por varios genes (Feijen, 2000), mediante un probable patr&oacute;n
multig&eacute;nico, de transmisi&oacute;n claramente autos&oacute;mica, que involucra entre otros
los siguientes cromosomas:
CROMOSOMAS
POSIBLES GENES INVOLUCRADOS
2q33
5q 23 q33
5q32
6p
6p21.3
7p15.2
9q31.1
11q13
12q
14q
14q24
16p12.1
19q13
Xq28/Yq28
20p13
CD28
IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-4R, GM-GSF, CD 14
Receptor β 2 adren&eacute;rgico
Alelos MHC clase II (&iquest;gen Ir?)
TNF-α
IL-6
Tropomyosin-binding protein
Cadena β del FcεRI
IFN-γ
TCRα
Asma – atopia*
IL-4R
CD 22
IL-9R
Asma – atopia
Adaptado de K. C. Barnes: I. Overview, epidemiology and basic science of systemic allergic inflammation.
Evidence for common genetic elements in allergic diseases.
J Allergy Clin. Immunol Volme 106. Number 5. November 2000
* H. Hakornason. Am J Hum Genet 2002; 71:483-491
Tabla 1: Cromosomas y principales genes involucrados en la atopia
Las manifestaciones patol&oacute;gicas de la atopia, pueden presentarse en distinto
grado en los miembros de una misma familia, pero siempre con el patr&oacute;n
com&uacute;n de disponer de elevadas concentraciones plasm&aacute;ticas de IgE, en
relaci&oacute;n con la media normal (Feijen, 2000).
De esta forma el asma, una de las manifestaciones cl&iacute;nicas mas importantes
del proceso al&eacute;rgico, se caracteriza por una hiperreactividad de las v&iacute;as
respiratorias provocada por una obstrucci&oacute;n de las mismas que se encuentra
asociada a la regi&oacute;n cromosomica ADAM 33 (Van Eerdewegh y cols., 2002) y al
cromosoma 20p13 (Jongepier y cols., 2004)
Es un patr&oacute;n com&uacute;n, asociado con la heredabilidad del incremento de la
concentraci&oacute;n de IgE, espec&iacute;fico de ciertos ant&iacute;genos o al&eacute;rgenos, lo cual
conlleva a presuponer la implicaci&oacute;n de determinados alelos del MHC de clase
II.
10
Revisi&oacute;n de conocimientos
1.2.3: Complejo mayor de histocompatibilidad MHC
El complejo principal de histocompatibilidad (Major Histompatibility Complex:
MHC), se denomina “sistema HLA” (Human Leukocyte Antigens), se encuentra
localizado en el cromosoma 6p21.3 (Durham I, 1987). La expresi&oacute;n de estos
genes, conduce a la agrupaci&oacute;n en categor&iacute;as de las mol&eacute;culas HLA:
1.2.3.1: Mol&eacute;culas de clase I:
Glicoprote&iacute;nas de la superficie celular, que pueden agruparse en la super
familia de las inmunoglobulinas y que tienen como caracter&iacute;stica una elevada
conservaci&oacute;n homol&oacute;gica estructural.
Constan de dos cadenas:
-
α: glicoprote&iacute;na polim&oacute;rfica de 44 kDa, conteniendo 338 residuos de
amino&aacute;cidos y en la que pueden diferenciarse 3 regiones:
1-281 :
regi&oacute;n hidrof&iacute;lica extracelular
282-306:
regi&oacute;n hidrof&oacute;bica transmembranal
306-338:
regi&oacute;n hidrof&iacute;lica intracelular.
Se encuentra codificada por genes del complejo HLA del cromosoma 6 y se une
en forma no covalente a una prote&iacute;na no polim&oacute;rfica de 12 kDa, que se
corresponde a la β2 microglobulina, codificada en el 15q21 (So, 1994)
La estructura gen&oacute;mica de los genes HLA de clase I (Kelly y cols., 1991),
contiene al menos 17 genes, de los que 6 se encuentran asociados a productos
de trascripci&oacute;n, que codifican para las mol&eacute;culas cl&aacute;sicas y presentan un
elevado polimorfismo, dependiente de las &aacute;reas &eacute;tnicas y ubicaci&oacute;n geogr&aacute;fica.
Los 11 restantes son pseudogenes.
Genes que codifican para mol&eacute;culas cl&aacute;sicas:
- HLA-A (41 alelos diferentes)
- HLA-B (61 alelos diferentes)
- HLA-C (18 alelos diferentes)
Genes que codifican para mol&eacute;culas no cl&aacute;sicas:
-
HLA-E.
-
HLA-F.
-
HLA-G.
Las mol&eacute;culas cl&aacute;sicas HLA de clase I, se encuentran presentes en la mayor&iacute;a
de las c&eacute;lulas nucleadas y su expresi&oacute;n se encuentra influenciada por
citoquinas. Su funci&oacute;n b&aacute;sica es la de presentaci&oacute;n de fragmentos de
ant&iacute;genos procesados a la poblaci&oacute;n linfocitaria CD8, fen&oacute;meno que se
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reconoce como “restricci&oacute;n” y que permite que el ant&iacute;geno sea reconocido, s&oacute;lo
en combinaci&oacute;n con una determinada mol&eacute;cula de clase I. Una vez que se ha
producido el proceso, se produce la citolisis de la c&eacute;lula presentadora.
1.2.3.2: Mol&eacute;culas de clase II:
Se trata de glicoprote&iacute;nas de superficie celular, encuadradas en la s&uacute;per
familia de las inmunoglobulinas, en forma de heterod&iacute;meros formados por dos
cadenas glicoproteicas:
-
-
cadena α: PM 35 kDa.; que presenta 2 dominios (α1 y α2), residuos 1-84
y 85-178 respectivamente y que se corresponden a la regi&oacute;n hidrof&iacute;lica
extracelular.
Cadena β: PM 28 kDa.; que presenta 2 dominios (β1 y β2), residuos 1-91
y 92-192 respectivamente y que se corresponden a la regi&oacute;n hidrof&iacute;lica
extracelular.
Las regiones transmembranal hidrof&oacute;bica e intracelular hidrof&iacute;lica,
complementan la estructura de la glicoprote&iacute;na. Ambas cadenas en asociaci&oacute;n
no covalente, est&aacute;n compuestas por 229 y 337 amino&aacute;cidos respectivamente.
Estructuralmente las mol&eacute;culas de clase II, son similares a las de clase I; pero
presentan sin embargo una conformaci&oacute;n m&aacute;s abierta en el lugar de uni&oacute;n al
ant&iacute;geno, lo cual conlleva a que pueda interaccionar con p&eacute;ptidos de elevado
peso molecular (Brown y cols., 1993).
Su organizaci&oacute;n g&eacute;nica, presenta una regi&oacute;n reguladora o promotor, que
corresponde a una regi&oacute;n reguladora HLA-D centrom&eacute;rica y tres subregiones
telom&eacute;ricas:
-
HLA-DP
-
HLA-DR
-
HLA-DQ
que corresponden en los humanos a los genes:
-
DPα y DPβ.
-
DRα y DRβ
-
DQα y DQβ
Las tres secuencias de estos genes del promotor, persisten evolutivamente y
son denominadas “boxes” (Y, X y W); encontr&aacute;ndose separadas por unos 20
pares de bases, con lo que los factores de transcripci&oacute;n podr&iacute;an interaccionar
entre s&iacute;, siendo necesarias para la correcta expresi&oacute;n de los genes del HLA de
clase II.
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En general los genes del HLA de clase II de las diferentes subregiones
presentan las siguientes estructuras:
Subregi&oacute;n HLA-DR: Contiene un &uacute;nico gen DRA de muy bajo polimorfismo y 9
genes DRB.
Subregi&oacute;n HLA-DQ: Contiene dos grupos de genes DQA y DQB, habi&eacute;ndose
establecido hasta la actualidad 14 alelos DQA y 19 alelos DQB. Los grupos de
genes DQA2 y DQB2 son pseudogenes.
Subregi&oacute;n HLA-DP: Contiene dos grupos de genes DPA1 y DPB1, DPA2 y
DPB2; siendo los &uacute;ltimos pseudogenes.
Las mol&eacute;culas de clase II se encuentran distribuidas en las c&eacute;lulas
inmunocompetentes como son las c&eacute;lulas B, las c&eacute;lulas presentadoras de
ant&iacute;genos (APC) macr&oacute;fagos y c&eacute;lulas dendr&iacute;ticas, as&iacute; como las c&eacute;lulas T
activadas. Su funci&oacute;n es la de presentaci&oacute;n de fragmentos de p&eacute;ptidos
antig&eacute;nicos procesados a los linfocitos CD4 en el inicio de la respuesta
inmune.
A&uacute;n cuando el n&uacute;mero de mol&eacute;culas de clase II del sistema MHC es limitado,
sin embargo su funcionalidad principal es la de educaci&oacute;n de los linfocitos T,
dado que durante su proceso de proliferaci&oacute;n y maduraci&oacute;n en el timo, se
desarrolla el receptor de la c&eacute;lula T. La ausencia de mol&eacute;culas de clase II,
conduce al s&iacute;ndrome de inmunodeficiencia severa combinada, dado que la
ausencia en el timo de &eacute;ste tipo de mol&eacute;culas, los linfocitos T y B no pueden
interaccionar con el sistema HLA y por tanto se eliminan, siendo afectados los
pacientes de una linfopenia T.
1.2.3.3: Mol&eacute;culas de clase III:
La regi&oacute;n de la clase III, contiene los genes que codifican para las prote&iacute;nas del
complemento:
-
C2.
-
C4.
-
Factor B.
As&iacute; como el gen para la citocromo P450 oxidasa (CYP), TNF α y β y las HSP70.
Su estructura g&eacute;nica, la conforman dos grupos de genes A y B.
1.2.4: El receptor de la Inmunoglobulina E:
Los efectos biol&oacute;gicos de la IgE en la hipersensibilidad inmediata est&aacute;n
mediados por la expresi&oacute;n de un receptor para el Fc de elevada afinidad de la
cadena pesada ε; que se denomina FcεRI
que encontramos en forma
constitutiva en los mastocitos y en los bas&oacute;filos (Bieber, 1992); a&uacute;n cuando
tambi&eacute;n han sido descritos receptores FcεRI en c&eacute;lulas de Langerhans
epid&eacute;rmicas, macr&oacute;fagos d&eacute;rmicos, monocitos y eosin&oacute;filos activados;
desconoci&eacute;ndose su funcionalidad (Bieber, 1992).
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La constante de disociaci&oacute;n (Kd) que presenta el FcεRI para la IgE es de
aproximadamente 1x10-10 M. Es por ello, que a&uacute;n cuando la concentraci&oacute;n de
IgE es muy baja (1 &micro;g/mL &oacute; 5x10-10 M); es sin embargo lo suficientemente
elevada para permitir la ocupaci&oacute;n de los receptores FcεRI.
Figura 5: Estructura del receptor de alta afinidad de la IgE: FcεRI
Inmunolog&iacute;a Celular y Molecular. Abbas A, Lichtman A H, Pober J. Mc Graw – Hill Interamericana
2002.
Cada mol&eacute;cula FcεRI est&aacute; compuesta `por 3 subunidades transmembranosas
diferentes (Garman, 1998):
-
Cadena α: que permite la expresi&oacute;n del receptor en la superficie de la
c&eacute;lula.
-
Cadena β: que atraviesa 4 veces la membrana.
-
Cadena γ: 2 cadenas hom&oacute;logas a la cadena ξ del complejo receptor
para el ant&iacute;geno de las c&eacute;lulas T.
La porci&oacute;n extracelular amino terminal de la cadena α contiene 2 dominios
tipo Ig, que conforman el lugar de uni&oacute;n para la IgE y que es hom&oacute;logo a los
lugares de uni&oacute;n a la IgG de los receptores FcγRII y FcγRIII. En los humanos la
expresi&oacute;n habitual del receptor es αγ2, sin la cadena β (Blank, 1989).
La cadena β, contiene un &uacute;nico lugar de activaci&oacute;n del inmunoreceptor v&iacute;a
tirosina, en el extremo carboxi terminal citoplasm&aacute;tico, denominado ITAM. Las
dos cadenas polipept&iacute;dicas γ, se encuentran unidas por puentes disulfuro y la
porci&oacute;n citoplasm&aacute;tica de cada cadena γ contiene un ITAM. Esta cadena γ,
sirve como subunidad com&uacute;n para los FcγRI y FcγRIII (Kinet, 1988).
La expresi&oacute;n de receptores FcεRI, est&aacute; regulada en mastocitos y bas&oacute;filos por
la IgE y la IL-4 en forma positiva (Paul y cols., 1993), lo que representa un
mecanismo de amplificaci&oacute;n de la respuesta inmunitaria en las infecciones
parasitarias y en la hipersensibilidad inmediata.
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Otro receptor de la IgE es el FcεRII; una prote&iacute;na formada por una &uacute;nica
cadena transmembranaria, relacionada con las lectinas de mam&iacute;feros de tipo
C, cuya afinidad por la Ig E es 1.000 veces menor que el FcεRI. En la
actualidad se han descrito 2 isoformas diferentes:
-
FcεRIIA: espec&iacute;fica de las c&eacute;lulas B.
-
FcεRIIB &oacute; CD23: cuya expresi&oacute;n es inducida en las c&eacute;lulas B, algunas
c&eacute;lulas T, macr&oacute;fagos, c&eacute;lulas dendr&iacute;ticas foliculares, c&eacute;lulas de
Langerhans, plaquetas, monocitos y eosin&oacute;filos, por la IL-4.
En la actualidad las funciones del FcεRII estan relacionadas con la
disminuci&oacute;n de la respuesta a IgE (Yu y cols, 1994; Mudde y cols,1995)
1.2.5: Las c&eacute;lulas involucradas en la hipersensibilidad inmediata
1.2.5.1: Mastocitos
Los mastocitos derivan de progenitores presentes en la m&eacute;dula &oacute;sea (Costa y
cols., 1997), que a trav&eacute;s de la circulaci&oacute;n, migran a los tejidos perif&eacute;ricos,
como c&eacute;lulas inmaduras y se diferencian “in situ”. Los mastocitos maduros se
encuentran preferentemente cerca de los vasos sangu&iacute;neos y terminaciones
nerviosas, por debajo del epitelio y tambi&eacute;n se encuentran presentes en los
&oacute;rganos linfoides. Microsc&oacute;picamente tienen una variedad de formas, siendo
com&uacute;n el n&uacute;cleo redondeado y la presencia de gr&aacute;nulos citoplasm&aacute;ticos, que
contienen proteoglicanos &aacute;cidos, que se fijan a colorantes b&aacute;sicos, estando los
mismos limitados por una membrana y cuerpos lip&iacute;dicos.
Est&aacute;n en la actualidad descritas dos subpoblaciones de mastocitos Irani y
clos, 1986; Weidner y Austen, 1990) , que se diferencian por la ocalizaci&oacute;n
anat&oacute;mica y contenido de los gr&aacute;nulos y las acciones de sus mediadores.
Poblaci&oacute;n 1
Poblaci&oacute;n 2
Caracter&iacute;sticas
Tejido conjuntivo
Mucosos
Localizaci&oacute;n
Piel
Submucosa intestinal
Espacios alveolos
Mucosa intestinal
No
Si
Proteasas neutras:
Triptasa
Quimasa
Carboxipeptidasa
Catepsina G
Proteasa mayor:
Triptasa
Dependencia en desarrollo del
fenotipo de c&eacute;lulas T
Contenido de los gr&aacute;nulos
Tabla 2: Subpoblaciones de mastocitos humanos
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Aunque no se conoce completamente el significado fisiopatol&oacute;gico de estas
subpoblaciones (Galli y cols., 1999), es probable que los mastocitos mucosos
est&eacute;n implicados en las reacciones de hipersensibilidad inmediata dependiente
de las c&eacute;lulas T y la IgE, con afectaci&oacute;n de v&iacute;as respiratorias, como el asma y
que los mastocitos del tejido conjuntivo es probable que medien reacciones
cut&aacute;neas papulo-eritematosas y procesos vasculares agudos, inducidos por
est&iacute;mulos no inmunol&oacute;gicos.
Los mastocitos tambi&eacute;n pueden activarse directamente por varias sustancias,
como las anafilotoxinas derivadas del complemento y especialmente el C5a,
que se unen a receptores espec&iacute;ficos de los mastocitos y estimulan la
degranulaci&oacute;n de la subpoblaci&oacute;n del tejido conectivo, pero no de la
subpoblaci&oacute;n pulmonar.
Figura 6: liberaci&oacute;n mediadores del mastocito
1.2.5.2: Bas&oacute;filos
Como otros granulocitos, los bas&oacute;filos derivan de progenitores y maduran en
la m&eacute;dula &oacute;sea, circulando en su forma diferenciada y representando menos
del 1% del total de leucocitos sangu&iacute;neos circulantes y normalmente no se
encuentran en tejidos. Al igual que los mastocitos, su citoplasma contiene
gr&aacute;nulos, que fijan colorantes b&aacute;sicos y presentan la capacidad de s&iacute;ntesis de
mediadores similares a los presentes en mastocitos.
Su rasgo m&aacute;s importante es el de expresar el receptor FcεRI y su ulterior
reclutamiento a los tejidos en los que est&eacute; presente el ant&iacute;geno, puede
contribuir al desarrollo de las reacciones de hipersensibilidad inmediata.
La activaci&oacute;n de ambos tipos celulares, mastocitos y bas&oacute;filos, se realiza
mediante el entrecruzamiento de mol&eacute;culas de los FcεRI (Baird, 1999); proceso
que se induce mediante la uni&oacute;n de ant&iacute;genos multivalentes a las mol&eacute;culas
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de IgE fijadas a sus receptores. Efectivamente en los individuos no at&oacute;picos, la
IgE asociada al mastocito o bas&oacute;filo es espec&iacute;fica para muchos ant&iacute;genos
diferentes y por lo tanto, es dif&iacute;cil que un ant&iacute;geno aislado entrecruce
suficientes mol&eacute;culas de IgE para inducir la activaci&oacute;n de la c&eacute;lula; mientras
que en los at&oacute;picos ocurre una mayor probabilidad de entrecruzamiento entre
mol&eacute;culas de IgE.
Experimentalmente, la uni&oacute;n al ant&iacute;geno puede reproducirse empleando
anticuerpos anti FcεRI &oacute; anti IgE polivalentes. Los anticuerpos anti IgE,
pueden entrecruzar mol&eacute;culas de IgE, con independencia de la especificidad
del ant&iacute;geno y dar lugar a una activaci&oacute;n comparable de los mastocitos o
bas&oacute;filos en individuos at&oacute;picos y no at&oacute;picos.
1.2.5.3: Bioqu&iacute;mica de la activaci&oacute;n de mastocitos y bas&oacute;filos
La activaci&oacute;n de mastocitos y bas&oacute;filos, conduce a tres tipos de respuesta
biol&oacute;gica:
-
Secreci&oacute;n del contenido de los gr&aacute;nulos citoplasm&aacute;ticos, mediante un
mecanismo de exocitosis.
-
S&iacute;ntesis y secreci&oacute;n de mediadores lip&iacute;dicos.
-
S&iacute;ntesis y secreci&oacute;n de citoquinas.
El mecanismo de se&ntilde;alamiento en mastocitos (Metcalfe y cols., 1997), es
similar al que se desarrolla entre el ant&iacute;geno y los linfocitos y se inicia, a partir
del resto carboxi-terminal de la cadena β del receptor FcεRI, que se encuentra
constitutivamente asociado a la tirosina quinasa Lyn. Una vez producido el
entrecruzamiento de las mol&eacute;culas de FcεRI por el ant&iacute;geno, la tirosina
quinasa Lyn fosforila los ITAM de los dominios citoplasm&aacute;ticos de las cadenas
β y γ del FcεRI, para a continuaci&oacute;n reclutar y activar la tirosina quinasa Syk,
en los ITAM de la cadena γ, del FcεRI. Uno de los sustratos de la tirosina
quinasa Syk es la isoforma γ de la fosfolipasa C (PLCγ), espec&iacute;fica del
fosfatidilinositol, que cataliza la degradaci&oacute;n del bifosfato de fosfatidilinositol
en trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG). El trifosfato de inositol eleva
las concentraciones del calcio citoplasm&aacute;tico, que en combinaci&oacute;n con el
diacilglicerol activa la prote&iacute;na quinasa C. La fosforilaci&oacute;n de las cadenas
ligeras de la miosina por la prote&iacute;na quinasa C activada, separa los complejos
actina-miosina situados debajo de la membrana citoplasm&aacute;tica, permitiendo
de &eacute;ste modo que los gr&aacute;nulos entren en contacto con la membrana
plasm&aacute;tica.
El entrecruzamiento de las mol&eacute;culas de FcεRI por el ant&iacute;geno, activa tambi&eacute;n
la enzima adenilato ciclasa, por medio de una prote&iacute;na heterotrim&eacute;rica de
uni&oacute;n al trifosfato de guanosina. La adenilato ciclasa activada, eleva los
niveles del adenosin monofosfato c&iacute;clico (AMPc), que activa la prote&iacute;na quinasa
A, la cual en forma activada es capaz de inhibir la degranulaci&oacute;n y conforma
un ciclo de retroalimentaci&oacute;n.
La s&iacute;ntesis de los mediadores lip&iacute;dicos est&aacute; controlada por la activaci&oacute;n del
enzima citos&oacute;lica fosfolipasa A2 (cPLA2), que se produce bien por:
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-
Incremento del calcio citoplasm&aacute;tico.
-
Fosforilaci&oacute;n catalizada por prote&iacute;na quinasa activada por mit&oacute;geno
(MAP), como la quinasa activada por el receptor extracelular ERK.
Una vez activada la fosfolipasa A2 (cPLA2), se hidrolizan los fosfol&iacute;pidos de la
membrana para liberar sustancias, que son convertidas por acci&oacute;n de
cascadas enzim&aacute;ticas en los mediadores definitivos. La producci&oacute;n de
citoquinas por los mastocitos activados, es una consecuencia de la
transcripci&oacute;n de genes de citoquinas, que han sido inducidos. Efectivamente,
la activaci&oacute;n de varias mol&eacute;culas adaptadoras por la tirosina quinasa Syk
induce la translocaci&oacute;n nuclear de NFAT (factor nuclear de las c&eacute;lulas T
activadas) y del NF-κB (factor de necrosis κ), as&iacute; como la activaci&oacute;n de AP-1,
mediante prote&iacute;na quinasas activadas por “stress”, como la quinasa Nterminal c-Jun. En conjunto &eacute;sta respuesta conduce a la transcripci&oacute;n de
varias citoquinas como la IL-4, IL-6 y TNF, entre otras, pero no de la IL-2, al
contrario que en las c&eacute;lulas T.
Otras sustancias, como las que se especifican en la tabla 3; pueden activar los
mastocitos y bas&oacute;filos, independientemente del descrito y derivado del
entrecruzamiento de IgE, mediada por al&eacute;rgenos. Esta forma directa de
activaci&oacute;n del mastocito, induce una respuesta de hipersensibilidad no
mediada por IgE, que incluso puede amplificar la propia respuesta mediada
por IgE.
DESCRIPCION
EJEMPLOS
MECANISMO
Compuestos polib&aacute;sicos
48/80 y mastopar&aacute;n
Activaci&oacute;n prote&iacute;nas G
P&eacute;ptidos
mellitina
Homolog&iacute;a CH4 de la Ig E
Hormonas
corticotropina
Homolog&iacute;a CH4 de la Ig E
Neurop&eacute;ptidos
sustancia P, somatostatina
Excitaci&oacute;n inervaci&oacute;n
Complemento y fragmentos
C5a (mastocitos piel)
Anafilot&oacute;xico
Tabla 3: Activadores de mastocitos y bas&oacute;filos directos
a) Mediadores de mastocitos y bas&oacute;filos
Los mediadores involucrados y
inmediata, pueden clasificarse en:
denominados
de
la
hipersensibilidad
a.1) Mediadores preformados:
Se trata de aminas bi&oacute;genas, enzimas y macromol&eacute;culas, que se encuentran
almacenadas en sus gr&aacute;nulos citoplasm&aacute;ticos. Las aminas bi&oacute;genas son
compuestos de bajo peso molecular y naturaleza no lip&iacute;dica, que comparten la
caracter&iacute;stica estructural de poseer un grupo amino.
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En los mastocitos humanos (Abraham y Arock, 1998), el &uacute;nico mediador de
&eacute;sta clase, presente en cantidades significativas es la histamina y en algunos
roedores la serotonina puede llegar a tener la misma importancia que la
histamina en los humanos. La histamina realiza su acci&oacute;n biol&oacute;gica mediante
su uni&oacute;n a receptores espec&iacute;ficos, presentes en las c&eacute;lulas diana y de los que
se conocen en la actualidad 4 tipos, denominados como H1, H2, H3 y H4. Tras
su uni&oacute;n al receptor celular, se induce un se&ntilde;alamiento intracelular que
conduce a la escisi&oacute;n del fosfatidilinositol en trifostato de inositol (IP3) y
diacilglicerol (DAG), induciendo distintos tipos de efectos en los diferentes
tipos celulares diana. Su acci&oacute;n de corta duraci&oacute;n, debido a su r&aacute;pido
metabolismo de arrastre del medio extracelular y sus principales efectos se
especifican en la tabla 4.
CELULA DIANA
Endotelio
EFECTO INDUCIDO
Contracci&oacute;n c&eacute;lula endotelial y extravasaci&oacute;n vascular
S&iacute;ntesis relajantes de musculatura lisa vascular (PGI2) y
&oacute;xido n&iacute;trico, que inducen vasodilataci&oacute;n
M&uacute;sculo liso
Bronquios: broncoconstricci&oacute;n
Intestino: hipermotilidad
Tabla 4: Principales efectos biol&oacute;gicos de la histamina
Otro grupo de mediadores preformados de naturaleza proteica, lo integran las
peptidasas pertenecientes a la clase de las serin proteasas neutras, entre los
m&aacute;s abundantes, se encuentran la triptasa y la quimasa. La presencia de
triptasa en fluidos biol&oacute;gicos, se asocia como un marcador de activaci&oacute;n
mastocitaria, dado que s&oacute;lo ha podido demostrarse su presencia en &eacute;ste tipo
celular en los humanos. Su funci&oacute;n biol&oacute;gica, demostrada exclusivamente “in
vitro”, se encuentra en relaci&oacute;n con la escisi&oacute;n del fibrin&oacute;geno y la activaci&oacute;n
de la colagenasa; lo que podr&iacute;a explicar su contribuci&oacute;n a la lesi&oacute;n tisular. La
quimasa, del mismo modo, es un marcador cl&aacute;sico de discriminaci&oacute;n entre
subpoblaciones mastocitarias humanas. An&aacute;logamente su funci&oacute;n biol&oacute;gica,
s&oacute;lo demostrada “in vitro”, se encuentra en relaci&oacute;n con la conversi&oacute;n de la
angiotensina I en angiotensina II, lo que podr&iacute;a relacionarse con la
degradaci&oacute;n de la membrana basal epid&eacute;rmica y la estimulaci&oacute;n de la
secreci&oacute;n de moco. Otras enzimas presentes, como la carboxipeptidasa A y
catepsina G.
El tercer grupo de mediadores preformados lo integran los proteoglicanos,
mol&eacute;culas que poseen un n&uacute;cleo polipept&iacute;dico y m&uacute;ltiples cadenas laterales no
ramificadas
de
glucosaminoglicanos,
que
confieren
una
fuerte
electronegatividad a la mol&eacute;cula. Heparina y condroitin sulfato, son los m&aacute;s
abundantes y su actividad est&aacute; relacionada como matriz de almacenamiento
de aminas biog&eacute;nicas, enzimas y otras mol&eacute;culas con carga positiva y su
funci&oacute;n se encuentra asociada a la regulaci&oacute;n de la actividad de las serin
proteasas almacenadas en los gr&aacute;nulos y por tanto de su accesibilidad al resto
de la estructura celular.
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a.2) Mediadores de nueva s&iacute;ntesis:
Se trata de mediadores lip&iacute;dicos, sintetizados de novo, tras la activaci&oacute;n de
mastocitos y bas&oacute;filos, de los cuales los de mayor importancia son los
derivados del metabolismo del &aacute;cido araquid&oacute;nico por acci&oacute;n de la
ciclooxigenasa y lipooxigenasa.
El principal mediador derivado del &aacute;cido araquid&oacute;nico, inducido por la acci&oacute;n
de la ciclooxigenasa de los mastocitos es la prostaglandina D2 (PGD2); la cual
act&uacute;a mediante su uni&oacute;n a receptores espec&iacute;ficos presentes en las c&eacute;lulas
musculares lisas, ejerciendo una acci&oacute;n broncoconstrictora y vasodilatadora,
as&iacute; como quimiotractante para los neutr&oacute;filos, que se acumulan en el foco de
la inflamaci&oacute;n. Su s&iacute;ntesis puede ser bloqueada mediante inhibidores de la
ciclooxigenasa, como el &aacute;cido acetilsalic&iacute;lico y los antiinflamatorios no
esteroideos.
Los mediadores derivados del &aacute;cido araquid&oacute;nico, inducidos por la v&iacute;a de la
lipooxigenasa en mastocitos y bas&oacute;filos son los leucotrienos y especialmente el
LTC4 y sus productos de degradaci&oacute;n LTD4 y LTE4. El LTC4, es sintetizado por
mastocitos mucosos y bas&oacute;filos, pero no por los mastocitos del tejido
conjuntivo. Este tipo de leucotrienos presentan receptores espec&iacute;ficos en las
c&eacute;lulas de la musculatura lisa, induciendo una broncoconstricci&oacute;n prolongada
(McFadden y Gilbert, 1992). Cuando &eacute;ste tipo de leucotrienos se inyecta en
piel, inducen una reacci&oacute;n p&aacute;pulo-eritematosa de larga duraci&oacute;n muy
caracter&iacute;stica; que corresponde al efecto biol&oacute;gico de la que antiguamente se
denominaba como SRS – A (slow reacting substance of anaphylaxis) y que en
la actualidad se ha demostrado que corresponde al conjunto LTC4, LTD4, LTE4;
principal mediador de la bronconstrici&oacute;n asm&aacute;tica. La posible raz&oacute;n de la
exacerbaci&oacute;n de la broncoconstricci&oacute;n inducida por el &aacute;cido acetilsalic&iacute;lico,
pudiera deberse a la desviaci&oacute;n del metabolismo del &aacute;cido araquid&oacute;nico hacia
la v&iacute;a de 5-lipooxigenasa, al resultar inhibida la v&iacute;a de la ciclooxigenasa; lo
cual incrementar&iacute;a la producci&oacute;n de leucotrienos.
Un &uacute;ltimo apartado de los principales mediadores lip&iacute;dicos, producidos por los
mastocitos, es el denominado factor activador de las plaquetas (PAF); que debe
su nombre a su caracter&iacute;stica inicialmente descrita, de inducir la agregaci&oacute;n
plaquetaria en el conejo. El PAF en los mastocitos y bas&oacute;filos, se sintetiza a
partir de la acilaci&oacute;n del lisogliceril &eacute;ter de fosforilcolina; un derivado de la
hidr&oacute;lisis de los fosfol&iacute;pidos de la membrana, mediado por la actuaci&oacute;n del
enzima fosofolipasa A2 (PLA2). Sus principales efectos biol&oacute;gicos son la
broncoconstricci&oacute;n directa y la retracci&oacute;n de las c&eacute;lulas del endotelio, que
conduce a la relajaci&oacute;n de la musculatura lisa vascular, as&iacute; como tambi&eacute;n la
acumulaci&oacute;n de leucocitos inflamatorios. Su mecanismo de acci&oacute;n est&aacute;
relacionado con la activaci&oacute;n de la v&iacute;a de ciclooxigenasa II (inducible) y su
consiguiente mecanismo de retroalimentaci&oacute;n La elevada caracter&iacute;stica
hidrof&oacute;bica del PAF, le confiere una elevada metabolizaci&oacute;n a partir del enzima
plasm&aacute;tico PAF acetil hidrolasa. La principal fuente de producci&oacute;n de PAF
parece asignarse a los bas&oacute;filos, as&iacute; como tambi&eacute;n a las c&eacute;lulas del endotelio
vascular, que lo liberan una vez que se haya producido su estimulaci&oacute;n, por la
histamina o los leucotrienos.
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a.3) Citoquinas:
La producci&oacute;n de citoquinas por mastocitos y bas&oacute;filos contribuye al fen&oacute;meno
inflamatorio, caracter&iacute;stico de las reacciones de hipersensibilidad inmediata.
Entre las citoquinas preformadas, la m&aacute;s importante es el denominado factor
de necrosis tumoral (TNF - α); que es liberado inmediatamente de los gr&aacute;nulos
tras el entrecruzamiento de los FcεRI y cuyos efectos biol&oacute;gicos m&aacute;s
importantes son la activaci&oacute;n de la expresi&oacute;n endotelial de las mol&eacute;culas de
adhesi&oacute;n, responsables de los infiltrados secuenciales de c&eacute;lulas
polimorfonucleares y mononucleares; as&iacute; como el reclutamiento de
subpoblaciones TH2 que conducen a la generaci&oacute;n de la denominada fase
tard&iacute;a de las reacciones de hipersensibilidad, a la que se suman las
citoquinas: IL–1, IL–3, IL–4, IL–5, IL–6, IL–13, MIP - 1α y MIP – 1 β, GM – CSF;
que son sintetizadas “de novo”, tras la activaci&oacute;n de mastocitos y bas&oacute;filos
(Yazdanbakhsh y cols., 2002).
Figura 7: Liberaci&oacute;n interleuquinas.Regulaci&oacute;n (Romagnani, 2004)
1.2.5.4: Eosin&oacute;filos
Este tipo celular, abundante en los infiltrados inflamatorios de fase tard&iacute;a;
tiene su origen en la m&eacute;dula &oacute;sea y tras su maduraci&oacute;n a partir de sus
precursores mieloides, circulan en sangre diferenci&aacute;ndose por la acci&oacute;n del
GM – CSF y las IL–3 e IL–5 (Ying, 1997). Su presencia es normal en los tejidos
perif&eacute;ricos y en especial en los revestimientos mucosos de los aparatos
respiratorio, digestivo y genitourinario. Su activaci&oacute;n y reclutamiento hacia las
zonas de inflamaci&oacute;n en las reacciones de fase tard&iacute;a, es mediada por las
citoquinas producidas por las subpoblaciones TH2 (Constant y cols., 2000); lo
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cual contrasta con las reacciones de hipersensibilidad retardada o celular, que
est&aacute; mediada por la subpoblaci&oacute;n TH1 y en las que intervienen la activaci&oacute;n de
los macr&oacute;fagos. Es precisamente, la presencia de macr&oacute;fagos en los infiltrados
inflamatorios y los tipos celulares TH1 y TH2; los principales factores
discriminatorios de ambas reacciones.
Figura 8: Fase tard&iacute;a. Liberaci&oacute;n mediadores (Marsha Wills-Karp, 2001)
La activaci&oacute;n de los eosin&oacute;filos, depende fundamentalmente de las mismas
citoquinas que intervienen en su maduraci&oacute;n y fundamentalmente de la IL–5;
que los transforma a una forma hipodensa y de un tama&ntilde;o incrementado, con
respecto a su forma habit&uacute;al. Su reclutamiento e infiltraci&oacute;n en las c&eacute;lulas
endoteliales, viene definido por la expresi&oacute;n en las mismas de la selectina – E,
a la cual se unen, al igual que los neutr&oacute;filos; siendo el factor diferenciativo
entre ambos tipos celulares, la expresi&oacute;n por parte de los eosin&oacute;filos del
ligando VLA – 4 (CD49dCD29) que se adhiere a las c&eacute;lulas vasculares que
expresan la mol&eacute;cula de adhesi&oacute;n VCAM – 1. La IL–4, es capaz de inducir la
expresi&oacute;n de la mol&eacute;cula de adhesi&oacute;n VCAM – 1 en las c&eacute;lulas del endotelio,
sin inducir la expresi&oacute;n de la selectina – E.
Otros factores de activaci&oacute;n, que intervienen en el reclutamiento y la
infiltraci&oacute;n, son las quimoquinas, como la eotaxina, la prote&iacute;na quimiot&aacute;ctica
de los monocitos 5, el C5a y los mediadores lip&iacute;dicos PAF y LTB4; as&iacute; mismo ha
sido demostrada la existencia de factores potenciadores, como es el caso de la
IL–5, que incrementa la respuesta de los eosin&oacute;filos a la eotaxina.
Los eosin&oacute;filos expresan receptores de Fc para la Ig G, Ig A e Ig E; a&uacute;n cuando
no parecen ser sensibles a la activaci&oacute;n por entrecruzamiento entre
receptores, mediada por el ant&iacute;geno, a diferencia de lo que hemos significado
en los mastocitos y bas&oacute;filos (Kinet, 1999). Sus gr&aacute;nulos contienen hidrolasas
lisos&oacute;micas, como la peroxidasa que cataliza la producci&oacute;n de &aacute;cido
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hipocloroso y prote&iacute;nas espec&iacute;ficas, como la cati&oacute;nica (ECP) y la prote&iacute;na
principal b&aacute;sica (BPP); ambas especialmente t&oacute;xicas para los helmintos y
bacterias, as&iacute; como para los tejidos circundantes. En su forma activada, los
eosin&oacute;filos, producen y liberan mediadores lip&iacute;dicos con propiedades
antiinflamatorias, muchos de los cuales poseen propiedades vasoactivas que
incrementan los efectos biol&oacute;gicos de los mediadores producidos por los
mastocitos y bas&oacute;filos. En particular la producci&oacute;n de &eacute;ste tipo de mediadores
es por v&iacute;a de la 5 y 15 lipooxigenasa, que conduce a la producci&oacute;n del LTC4 y
sus derivados LTD4 y LTE4, potentes estimuladores de la actividad vasomotora,
bronconstricci&oacute;n y secreci&oacute;n de moco. PAF y citoquinas, como la IL-1α, IL–3,
IL–4, IL-5, IL–6, IL–10, GM – CSF, MIP - 1α, TNF - α, RANTES y eotaxina han
sido descritas., a&uacute;n cuando no se conoce su significaci&oacute;n biol&oacute;gica (Wardlaw y
cols., 1995).
1.3 Al&eacute;rgenos. Origen y obtenci&oacute;n
La mayor&iacute;a de los al&eacute;rgenos son prote&iacute;nas o glicoprote&iacute;nas con una masa
molecular de 5 a 100 kDa, y con puntos isoelectricos ac&iacute;dicos que no se
distinguen especialmente de otras mol&eacute;culas proteicas. Sin embargo, existen
una serie de caracter&iacute;sticas que pueden favorecer que una prote&iacute;na o
sustancia en general act&uacute;e como al&eacute;rgeno: capacidad para alcanzar el sistema
inmune, complejidad molecular, concentraci&oacute;n, solubilidad, extra&ntilde;eza del
organismo, estabilidad y caracter&iacute;sticas bioqu&iacute;micas, entre otras. Tambi&eacute;n
pueden actuar como al&eacute;rgenos, hidratos de carbono y componentes de bajo
peso molecular que por su fuerte reactividad se conjugan con prote&iacute;nas del
hu&eacute;sped y act&uacute;an como haptenos. Los al&eacute;rgenos tambi&eacute;n pueden aparecer
como resultado de la interacci&oacute;n de un f&aacute;rmaco. (Holgate, 1993).
La sensibilizaci&oacute;n a un al&eacute;rgeno no solo depende de caracter&iacute;sticas intr&iacute;nsecas
a el, sino tambi&eacute;n de su presencia conjunta con factores ambientales como
humo, poluci&oacute;n o factores ligados a la inmunidad del individuo como
predisposici&oacute;n gen&eacute;tica, infecciones, inmunodepresiones debidas a patolog&iacute;as
o tratamientos m&eacute;dicos, situaciones de estr&eacute;s, etc. Las fuentes mas complejas
de al&eacute;rgenos son el polen, los hongos y los &aacute;caros, de los que de un 20% a un
60% de sus prote&iacute;nas son alergenicas. Otros al&eacute;rgenos menos complejos son
epitelios de animales, orinas, etc. (Holgate, 1993)
1.4 Diagnostico en alergia
Los al&eacute;rgenos se definen como ant&iacute;genos capaces de inducir una respuesta
inmune mediada por Ig E y el m&eacute;todo est&aacute;ndar de oro capaz de determinar
una sensibilidad al&eacute;rgica es la prueba cut&aacute;nea y la determinaci&oacute;n de
inmunoglobulina E al&eacute;rgeno espec&iacute;fica en suero. Los al&eacute;rgenos presentes en
una fuente alerg&eacute;nica presentan dos caracter&iacute;sticas funcionales en base a su
capacidad fijadora de inmunoglobulina E, que les permite su clasificaci&oacute;n de
relevantes, cuando su prevalencia es superior al 5% y mayores, cuando su
capacidad fijadora de inmunoglobulina E es superior al 50% o bien cuando
inducen una prueba cut&aacute;nea inmediata positiva en m&aacute;s del 90% de los
pacientes sensibilizados a la fuente alerg&eacute;nica.
Los extractos alergenicos son obtenidos a partir de fuentes naturales o fuentes
de sensibilizaci&oacute;n (van Ree, 1996) y est&aacute;n formados por componentes de
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naturaleza proteica principalmente hidrosolubles y que dependiendo de sus
estructura podr&iacute;an presentar una reactividad cruzada con otras fuentes
alergenicas, tal es el caso de las profilinas (Valenta, 1991) y por tanto &eacute;ste
apartado debe ser cuidadosamente valorado en v&iacute;a a conseguir diagnosticar la
fuente de sensibilizaci&oacute;n primeria e idealmente el al&eacute;rgeno causal.
En la d&eacute;cada pasada se han producido multiples l&iacute;neas de investigaci&oacute;n, que
han permitido disponer de las actuales bases de datos en las que se
encuentran las principales caracter&iacute;sticas f&iacute;sico-qu&iacute;micas y funcionales de los
al&eacute;rgenos y al mismo tiempo, tras la elucidaci&oacute;n de sus estructuras y las
t&eacute;cnicas recombinantes, se ha conseguido describir los al&eacute;rgenos con mayor
relevancia cl&iacute;nica (Hiller, 2002), pero que en cualquier caso los estudios deben
de referir al al&eacute;rgeno nativo las caracter&iacute;sticas que se muestren por parte de
los al&eacute;rgenos recombinantes.
La disponibilidad de al&eacute;rgenos recombinantes ha permitido avances
excepcionales en la investigaci&oacute;n de los al&eacute;rgenos presentes en las fuentes
alerg&eacute;nicas y de &eacute;ste modo se ha podido acelerar y describir en muchos casos
cuales de los al&eacute;rgenos presentes en un extracto alergenico son los implicados
en las manifestaciones cl&iacute;nicas.La aplicaci&oacute;n de los llamados “microarrays”,
capaces de detectar un elevado numero de posibles agentes causantes de
alergia con cantidades muy peque&ntilde;as de material biol&oacute;gico es un claro ejemplo
del futuro en la investigaci&oacute;n cl&iacute;nica actual (figura 8).
Figura 9: Paneles con al&eacute;rgenos para ensayos microarrays (Hiller, 2002)
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2. LOS HONGOS
2.1 Biolog&iacute;a de los hongos:
Los hongos son eucariotas desprovistos de clorofila, heter&oacute;trofos (saprofitos o
par&aacute;sitos), unicelulares o m&aacute;s t&iacute;picamente filamentosos, con paredes celulares
quitinosas o de otros gl&iacute;cidos complejos y que realizan su nutrici&oacute;n por
adsorci&oacute;n y presentan tipos de reproducci&oacute;n tanto sexual como asexual. Los
hongos, dentro de la taxonom&iacute;a, son considerados un reino aparte,
evolutivamente diferentes del vegetal y del animal , siendo el car&aacute;cter
diferenciativo la capacidad de sintetizar quitina (Burge, 1992).
El principal papel que juegan los hongos en el ecosistema es la degradaci&oacute;n de
la materia org&aacute;nica muerta y su reincorporaci&oacute;n al suelo. Algunos hongos, sin
embargo son par&aacute;sitos y pat&oacute;genos.
La patogenia de los hongos es muy variada. Existen pat&oacute;genos primarios
(Histoplasma, Coccidioides) y pat&oacute;genos oportunistas (Candida), o aquellos
cuyos ant&iacute;genos producen enfermedades, como aquellos que producen
alergias. Muchos hongos producen metabolitos que causan serios da&ntilde;os a la
salud. Sin embargo, muchas especies son utilizadas en la industria para
producir medicamentos como antibi&oacute;ticos, o metabolitos de inter&eacute;s comercial
como &aacute;cidos org&aacute;nicos o etanol, as&iacute; como la elaboraci&oacute;n de alimentos (vino,
cerveza, queso, etc.) o para consumirlos directamente.
Los hongos presentan una distribuci&oacute;n amplia y ubicua, pueden vivir
pr&aacute;cticamente en cualquier lugar donde exista humedad y materia org&aacute;nica,
incluso en forma de l&iacute;quenes hasta en las rocas ant&aacute;rticas y en un ampl&iacute;simo
intervalo de temperaturas (-5 a 50&ordm;C). Uno de los principales par&aacute;metros que
afectan al desarrollo de los hongos es la humedad que debe ser mayor de 70%,
aunque existen especies xerof&iacute;licas, y las especies que crecen en interiores
suelen ser capaces de crecer en ambientes menos h&uacute;medos.
Los hongos son conocidos y utilizados desde antiguo. Una de las m&aacute;s
importantes civilizaciones antiguas, la civilizaci&oacute;n mic&eacute;nica, debe su nombre a
un hongo. En 1729 Pier. A Micheli publico su obra “Nova Plantarum” donde
incluyo amplias investigaciones sobre hongos. Asimismo, desde antiguo se
han utilizado setas como alucin&oacute;genos en ritos religiosos y levaduras en las
fermentaciones, as&iacute; como se han conocido efectos devastadores en la
agricultura (royas, mildius, carbones y otros fitopat&oacute;genos). En 1800, A. Bassi
hizo los primeros descubrimientos sobre micopatolog&iacute;a y a finales del XIX
(Torres Rodriguez JM, 1984) R. Saboraud sistematizo los estudios en
micopatolog&iacute;a en su obra “Les Teignes” de 1910 (Martinez, 1986)
2.2 Clasificaci&oacute;n y caracter&iacute;sticas principales:
Existen 80.000 especies conocidas de hongos que se pueden clasificar de
acuerdo a varios criterios y que a pesar de su diversidad, solo se conocen dos
unidades b&aacute;sicas. Las levaduras tienen una estructura t&iacute;picamente unicelular
y, en general, se reproducen por divisi&oacute;n central o por gemaci&oacute;n. Sin embargo
los hongos m&aacute;s comunes est&aacute;n formados por hebras ramificadas de 3 a 10
mm de anchura denominadas hifas y el agregado de las hifas se le denomina
micelio. Los hongos que forman micelio suelen clasificarse en dos grupos
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artificiales: setas y mohos u hongos filamentosos. El termino moho designa
aquellos tipos que carecen de estructuras reproductivas macrosc&oacute;picas, pero
que pueden producir colonias visibles u otros tipos de crecimiento vegetativo
(Burge, 1992).
Los hongos presentan reproducci&oacute;n sexual y asexual por medio de esporas
ambos tipos. Tambi&eacute;n los fragmentos de hifas juegan un importante papel
la diseminaci&oacute;n. Las esporas asexuales pueden ser esporangiosporas, si
desarrollan en estructuras cerradas (esporangios) o conidioesporas, si
forman en estructuras abiertas (conidios), siendo en general, las esporas
los hongos comunes m&aacute;s alerg&eacute;nicos las que son producidas asexualmente.
de
en
se
se
de
En el transcurso de su ciclo vital los mismos microorganismos producen de
forma habitual esporas asexuales y sexuales a partir de estructuras
morfol&oacute;gicas diferentes denominadas, respectivamente, fase imperfecta
(anam&oacute;rfica) y perfecta (teleom&oacute;rfica). A menudo ambas fases no se dan a la
vez y dependiendo de las condiciones de crecimiento, una u otra pueden
resultar suprimidas o designadas como microorganismos distintos. Dado que
la actual clasificaci&oacute;n de ciertos hongos esta basada en aspectos morfol&oacute;gicos,
por no conocerse su fase perfecta, no refleja necesariamente relaciones
naturales. Los tipos espec&iacute;ficos se agrupan como g&eacute;neros de tipo, familias de
tipo, ordenes de tipo y as&iacute; sucesivamente dentro de la clase de tipo Fungi
imperfecti o Deuteromicetos. Esta clasificaci&oacute;n supone un orden artificial ya
que muchos de estos hongos no tienen fases sexuales identificadas. Estas
clasificaciones proporcionan una base poco firme para analizar relaciones
alerg&eacute;nicas entre especies.
Como grupo, los Deuteromicetos son de un inter&eacute;s considerable en referencia
a su relaci&oacute;n como fuentes alerg&eacute;nicas sensibilizantes en los procesos de
alergia. El grupo incluye g&eacute;neros de suma importancia alerg&eacute;nica como
Alternaria, Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Helminthosporium, Fusarium,
Gliocladium, Stemphylium, Phoma, Scopulariopsis, Epicoccum, Trichoderma,
Nigrospora, Rhodotorula y Cryptococcus. Los hongos patogenos Candida
albicans y Coccidioides immitis son tambien hongos Deuteromicetos. La
taxonomia de los deuteromicetos esta basada principalmente en las
caracteristicas de sus conidios (perfil, color y reptaci&oacute;n). (Hawksworth DL,
1995);(Ainsworth GC, 1973)
3. LOS HONGOS COMO ALERGENOS
3.1 Aerobiolog&iacute;a de los hongos:
Los hongos como causantes de reacciones al&eacute;rgicas se conocen desde antiguo.
En 1726 Sir John Floyer observo s&iacute;ntomas de asma en pacientes que
acababan de visitar una bodega. En 1873, Blackley sugiri&oacute; que Chaetomium y
Penicillium eran especies asociadas con ataques de asma. En 1924, van
Leguen observo la relaci&oacute;n del clima con el asma y encontr&oacute; una correlaci&oacute;n
entre la aparici&oacute;n de esporas de mohos en la atm&oacute;sfera y los ataques de asma
de la poblaci&oacute;n. En la d&eacute;cada de los a&ntilde;os 30, Prince y cols (Prince 1934) y
Feinberg (Feinberg, 1935) observaron que el aire de exteriores era una fuente
importante de alergia a hongos y demostraron que muchos de sus pacientes
presentaban pruebas cut&aacute;neas positivas frente a extractos de hongos. A lo
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largo de la historia se han encontrado mas de 80 g&eacute;neros de hongos asociados
a procesos al&eacute;rgicos (Koivikko, 1983). En Estados Unidos son causa de
sensibilizaci&oacute;n en mas del 80% de la poblaci&oacute;n asm&aacute;tica (L&oacute;pez, 1985) y la
especie Alternaria alternata es una de las formadoras de esporas atmosf&eacute;ricas
mas comunes en la zona del medio-oeste (O’Hollaren MT, 1991) y en Espa&ntilde;a
es aproximadamente el 20% de los pacientes con alergia (D'Amato, 1997)
En el medio ambiente, el ser humano esta expuesto a m&aacute;s de 100 especies de
hongos, bien suspendidos en el aire o asociados a otros sustratos. Los
contajes de esporas en el aire suelen exceder en 1.000 veces a los de granos de
polen. Se pueden alcanzar niveles de mas de 125.000 esporas por metro
c&uacute;bico de aire (Gregory, 1973). Adem&aacute;s el contaje de esporas sigue un ciclo
estacional alcanzando las m&aacute;ximas concentraciones en verano y oto&ntilde;o.
Estudios realizados en Estados Unidos muestran como muchas ascosporas y
esporas de hongos imperfectos aparecen durante los periodos calidos del inicio
de la primavera. Despu&eacute;s de este pico inicial persiste su aparici&oacute;n durante los
meses de verano, d&aacute;ndose un segundo pico en los meses de oto&ntilde;o. Estos datos
han sido confirmados en Europa. Las variaciones estacionales de la flora
f&uacute;ngica en interiores refleja la composici&oacute;n en exteriores pero con menores
variaciones (Nilsson, 1978).
Por otra parte, existen otras part&iacute;culas f&uacute;ngicas como restos de hifas y
part&iacute;culas procedentes del metabolismo de estos organismos que pueden
pasar a estar en suspensi&oacute;n a&eacute;rea y por lo tanto entrar en contacto con
pacientes sensibilizados o susceptibles de serlo. El tama&ntilde;o de los conidios (2100 &micro;m) hace posible su inhalaci&oacute;n y su profunda penetraci&oacute;n por las v&iacute;as
respiratorias. En concreto el tama&ntilde;o de las esporas de algunas especies es
(longitud x anchura).
Las esporas f&uacute;ngicas se pueden encontrar tanto en interiores como en
exteriores. En los Estados Unidos, varios estudios han demostrado que
Alternaria y Cladosporium son los g&eacute;neros atmosf&eacute;ricos mas comunes (Nilsson,
1983; Cole, 1984), asoci&aacute;ndose al asma una posible sensibilizaci&oacute;n con
Alternaria. (Robert K. Bush, 2004). El patr&oacute;n de esporas exteriores refleja la
composici&oacute;n en el exterior, adem&aacute;s existe una flora f&uacute;ngica independiente
dominada por Deuteromicetos tales como Penicillium, Aspergillus, Rhizopus,
Mucor y levaduras.
Sin embargo, en pa&iacute;ses tropicales pueden no existir algunas especies, por
ejemplo, en Nigeria Cladosporium es pr&aacute;cticamente inexistente (Olonitola,
1994). En muestreos dom&eacute;sticos en Inglaterra y Escocia, especialmente en
aquellos hogares con aire acondicionado, las densidades de los conidios
excede incluso la del exterior (450.000 prop&aacute;gulos por metro c&uacute;bico) (Nilsson,
1983). En estudios pormenorizados de presencia de especies en el aire a nivel
de Espa&ntilde;a (Torres Rodriguez JM., 1982) y fuera de Espa&ntilde;a, se confirma la
tendencia antes descrita (Gravesen, 1983; Beaumont, 1985)
Sin embargo no existe una correlaci&oacute;n exacta entre la frecuencia de
aeroal&eacute;rgenos f&uacute;ngicos de diferentes especies y reactividad de las mismas. As&iacute;
Einarsson (Einarsson, 1992) indica que Alternaria es el g&eacute;nero mayormente
involucrado en procesos de alergia inmediata mientras que Penicillium se
considera un al&eacute;rgeno f&uacute;ngico de importancia menor aunque en ocasiones
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ostente una mayor presencia tanto como al&eacute;rgeno de interiores como de
exteriores (Tarlo, 1988) Lopez y Salvaggio (Lopez, 1985), indican como
principales hongos alergenicos Cladosporium, Alternaria, Aspergillus,
Helminthosporium, Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Geotrichum, Rhizopus y
Mucor seguidos de algunos Ascomicetos y algunos Basidiomicetos por este
orden. Asimismo, Karlsson-Borga y cols (Karlsson-Borga, 1989) en dos grupos
de pacientes procedentes de Escandinavia y Estados Unidos demostraron
diferentes sensibilizaciones.
En cuanto
a los Basidiomicetos existe evidencia de su papel como
productores de alergia (Horner, 1995). Como especies importantes citaremos
por este orden, Schleroderma, Coprinus, Psilocybe, Inonotus, Ganoderma,
Boletinellus, Agrocybe, Boetus, Armillaria, Pleurotus, Amanita, Chlorophillum y
Cantharellus.
Una variedad de t&eacute;cnicas han sido desarrolladas para
abordar la
cuantificaci&oacute;n de esporas
en la atm&oacute;sfera. Inmunoensayos al&eacute;rgeno
espec&iacute;ficos que utilizan anticuerpos monoclonales frente a los mencionados
al&eacute;rgenos no siempre revelan la cantidad de al&eacute;rgeno resuspendido en la
atmosfera, ya que la actividad alergenica puede estar distribuida a traves de
otros componentes fungicos incluyendo los fragmentos miceliares. Incluso
tales componentes podrian estar asociados a particulas en suspensi&oacute;n.
Aunque estos ensayos todav&iacute;a no han conseguido la fiabilidad que ya tienen
ensayos similares para otros al&eacute;rgenos (Barnes C, 2000)
3.2 Diagnostico e inmunoterapia de alergia a hongos:
Aas et al (Aas, 1980), utilizando la tecnica del prick en pruebas cutaneas (SPT)
y la determinaci&oacute;n de IgE especifica mediante tecnica RAST en 80 ni&ntilde;os
asm&aacute;ticos con historia cl&iacute;nica de alergia a hongos, observaron que,
dependiendo de la calidad del extracto usado, la frecuencia de reacciones
positivas fueron: Alternar&iacute;a 10-35%, Aspergillus 10-43%, Cladosporium 1365%, Mucor 1-28% y Penicillium 3-33%. La correspondencia con el RAST
positivo fue de 59, 63, 86, 40, y 56%, respectivamente.
La primera vez que se estableci&oacute; una clara relaci&oacute;n causa-efecto entre los
hongos y la alergia fue en los a&ntilde;os 80 del presente siglo en los trabajos de
Malling y cols. ( Malling, 1985; Malling, 1986; Malling, 1987; Malling, 1988)
quien observo que la severidad de la enfermedad al&eacute;rgica estaba en relaci&oacute;n
con la aparici&oacute;n de esporas (Malling, 1992).
Existen m&uacute;ltiples dificultades en el diagnostico y, aun mas, en el tratamiento
especifico mediante inmunoterapia. As&iacute;, frecuentemente se puede observar
ausencia de reactividades cut&aacute;neas a los extractos f&uacute;ngicos habituales en
pacientes con una cl&iacute;nica evidente de alergia a mohos o paciente claramente
reactivos a extractos f&uacute;ngicos que no responden satisfactoriamente a la
inmunoterapia, por lo que no esta establecida la exacta prevalencia de este
tipo de alergia. Existen variedad de resultados dependiendo de la poblaci&oacute;n
estudiada, los extractos utilizados y las especies utilizadas (Horner, 1995). Se
puede ver como la frecuencia de reactividades depende de la fuente del
al&eacute;rgeno, as&iacute; como de los criterios de selecci&oacute;n de pacientes. Por ejemplo, las
reacciones a extractos comerciales de Cladosporium herbarum varian de 0 a
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12% en la misma poblaci&oacute;n (Aas, 1980). Asimismo, en extracto miceliar de
Epicoccum nigrum, detecto sensibilizaci&oacute;n en un 70% de individuos del cual
solo un 6% reaccionaron a un extracto comercial.
Mishra et al (Mishra, 1992) indican dos factores fundamentales que podr&iacute;an
explicar estos hechos. En primer lugar, los patrones de exposici&oacute;n a las
especies de hongos son, hasta la fecha virtualmente desconocidos y, en
segundo lugar, los al&eacute;rgenos f&uacute;ngicos utilizados para el diagnostico y
tratamiento de enfermedades al&eacute;rgicas han sido producidos en base a
conocimientos parciales, tanto en relaci&oacute;n a la exposici&oacute;n de especies
alerg&eacute;nicas como de la naturaleza de los componentes provocadores de la
enfermedad.
De hecho, la verdadera incidencia de la alergia a hongos no se conoci&oacute; hasta
que no se dispuso de extractos estandarizados para estudiar poblaciones bien
definidas. Estos extractos siguen m&eacute;todos de estandarizaci&oacute;n que est&aacute;n
basados en la comparaci&oacute;n de un extracto patr&oacute;n o de referencia (IHR) por
medio de la aplicaci&oacute;n de una serie de pruebas cutaneas de prick o
intrad&eacute;rmicas sobre voluntarios al&eacute;rgicos a la fuente alerg&eacute;nica. La producci&oacute;n
de los extractos posteriores se realiza tomando como referencia el IHR y
usando m&eacute;todos inmunoqu&iacute;micos
que, como principal herramienta,
empleando la IgE del suero de los pacientes seleccionados (van Ree y Aalberse,
1999)
La exposici&oacute;n en interiores, exteriores y en lugares de trabajo puede inducir
sensibilidad a hongos. Por lo tanto, la variedad de hongos posibles
productores de alergia es mucho mayor que la que pueda incluirse de manera
practica en un panel de pruebas cut&aacute;neas. Esto resalta la importancia del
muestreo ambiental. Sobre la base de estudios aerobiol&oacute;gicos llevados a cabo
en diferentes partes del mundo, pruebas cut&aacute;neas y estudios de al&eacute;rgenos,
existe un consenso sobre las especies que se deben utilizar. Estas son como
minimo, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum,
Epicoccum nigrum, Fusarium solana y Penicillium chrysogenicum.
Las pruebas de provocaci&oacute;n a hongos pueden ser un buen m&eacute;todo de
diagnostico pero pueden dar lugar a falsos positivos (Spector, 1979). Estas
pruebas pueden ser nasales, bronquiales y conjuntivales con extractos
alergenicos. Tambi&eacute;n se han empleado pruebas de inhalaci&oacute;n desarrollada por
Harris (Harris, 1940) con Alternaria., al esparcir por la habitaci&oacute;n un cierto
n&uacute;mero de esporas y mantenerlas circulando por medio de ventiladores.
Nilsson y Aas (Nilsson, 1978) proponen que la prueba de provocaci&oacute;n
bronquial es frecuentemente necesaria para alcanzar un diagnostico decisivo
en pacientes en los cuales otras pruebas son equivocas.
A pesar del desarrollo de las t&eacute;cnicas de diagnostico “in vitro” e “in vivo”, el
diagnostico de alergia a hongos aun es dif&iacute;cil ya que la mayor&iacute;a de los
pacientes est&aacute;n constantemente expuestos a una amplia variedad de
prop&aacute;gulos y muchos sujetos reaccionan frente a al&eacute;rgenos inhalantes de
origen no f&uacute;ngico. Adicionalmente pueden aparecer s&iacute;ntomas debidos a
hongos cuya aparici&oacute;n no es estacional. Estos factores eclipsan cualquier
correlaci&oacute;n entre la aparici&oacute;n de esporas de hongos y los s&iacute;ntomas.
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La mayor evidencia de la eficacia de la inmunoterapia en la alergia a mohos la
presentaron Malling y cols. en Escandinavia ( Malling, 1985; Malling, 1986;
Malling, 1987; Malling, 1988), estudiando 22 pacientes asm&aacute;ticos con
evidencia cl&iacute;nica de alergia a Cladosporium, pruebas cutaneas en prick
positivos y positivos asimismo a pruebas de provocaci&oacute;n bronquial. Estos
autores realizaron un control a doble ciego y placebo. La inmunoterapia fue
iniciada con dosis de 10 UB hasta 100.000 UB. Se observo mejora cl&iacute;nica en el
81% del grupo tratado frente al 27% del grupo placebo.
Tambi&eacute;n se han realizado estudios que confirman la utilidad de la
inmunoterapia en el tratamiento de la alergia a Alternaria (Cantani, 1988;
Horst, 1990). De todas formas, la inmunoterapia, especialmente con extractos
f&uacute;ngicos, ha sido asociada con una alta frecuencia de efectos colaterales.
Otros estudios (Kaad, 1982; Ostergaard, 1986) tambi&eacute;n registraron reacciones
de este tipo. Muchas de estas reacciones pueden ser debidas no a los
al&eacute;rgenos sino a sustancias irritantes presentes en el extracto.
4. Al&eacute;rgenos de hongos
A pesar de la gran cantidad de hongos productores de alergia existen
relativamente pocos al&eacute;rgenos caracterizados y purificados, realmente solo
algunos de los pertenecientes a las especies Alternaria alternata, Aspergillus
fumigatus, Cladosporium herbarum, Candida albicans, Trichophyton tonsurans,
Calvatia cyantiformis, Psilocibe cubensis y Saccharomyces cerevisae (Horner,
1995). Se han hecho estudios particulares en otras especies aunque no se ha
llegado a la purificaci&oacute;n y caracterizaci&oacute;n de al&eacute;rgenos.
4.1 Alternaria alternata
Alternaria es uno de los hongos m&aacute;s importantes desde el punto de vista de la
alergia. Es extremadamente com&uacute;n y cosmopolita. Crece como saprofito en
plantas, alimentos, suelos y textiles. Su intervalo de temperaturas de
crecimiento es de 2-32&ordm;C, siendo su &oacute;ptimo de 25&ordm;C (Gravesen, 1994).
Figura 10: crecimiento medio selectivo
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Las dictiosporas de Alternaria son abundantes y conocidas productoras de
asma (Licorish, 1985). Alcanzan su mayor abundancia en zonas de cultivo de
cereales lleg&aacute;ndose a detectar de 500 a 1.000 esporas por metro c&uacute;bico de aire
en d&iacute;as secos de finales de verano y oto&ntilde;o (Nilsson, 1983). Si bien se conocen
muchas especies de Alternaria, Alternaria alternata (tenuis) es la mas
estudiada desde el punto de vista de la alergia. Este hongo puede provocar
fen&oacute;menos de hipersensibilidad tipo I y III e infecciones muy extra&ntilde;as,
pudiendo actuar tambi&eacute;n como fitopat&oacute;geno (Gravesen, 1994).
Figura 11: micelio de Alternaria alternata (microscopia electr&oacute;nica)
La selecci&oacute;n de la cepa, la composici&oacute;n del medio de cultivo y las condiciones
del mismo, presentan una importancia crucial en la expresi&oacute;n de los al&eacute;rgenos
que presenta Alternaria alternata, dada su variabilidad antig&eacute;nica y
pleomorfismo (Palacios et al. 1986).
El al&eacute;rgeno mayor de Alternaria alternata (Alt a 1) reacciona con la Ig E s&eacute;rica
en el 82% de los pacientes sensibilizados a Alternaria alternata (De Vouge,
1996) y fu&eacute; aislado por primera vez por Yunginger y cols (Yunginger y cols,
1980). Se trata de una glicoproteina heterogenea de 30 kDa con al menos 5
isoformas, de pI 4-4,5. Al&eacute;rgenos con propiedades similares han sido descritos
en Alternaria alternata (Curran, 1993; Nyholm, 1983; Steringer, 1987) y la
purificaci&oacute;n de Alt a 1 se realiz&oacute; partiendo de extractos miceliares.
Paris y cols (Paris, 1991; Paris, 1990a; Paris, 1990b) designaron el al&eacute;rgeno
Alt a 11596 (31 kDa, pI 4-4,5), comprobando que se trata de una prote&iacute;na
termorresistente que conten&iacute;a un 20% de restos gluc&iacute;dicos y que se localiza en
el citoplasma del micelio y esporas. Deards y Montague (Deards, 1991)
designaron este al&eacute;rgeno como Alt a Bd29K (29 kDa, pI 4,2) y determinaron
que estaba compuesto de subunidades de 15 y 12 kDa. Martinez y cols
(Martinez, 1994b)) mostraron que el al&eacute;rgeno Alt a 1 se aisla en mayor
cantidad en extractos procedentes de filtrado de cultivo.
Zhang y cols (Zhang y cols, 1995) demostraron la presencia de un epitopo en
la fracci&oacute;n N-terminal del al&eacute;rgeno Alt a 1. De Vougue y cols (1996) han
clonado y expresado en Pichia una subunidad del al&eacute;rgeno Alt a 1.
Recientemente se han descrito nuevos avances en la purificaci&oacute;n de Alt a 1
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natural (nAlt a 1) y recombinante (rAlt a 1) (O. Duffort, 2002; Asturias y cols.,
2003) como principal objetivo para el desarrollo de ensayos Alt a 1 espec&iacute;ficos
que a posteriori permitan la cuantificaci&oacute;n del mencionado al&eacute;rgeno en
extractos de Alternaria alternata , as&iacute; como la estandarizaci&oacute;n para su uso en
el diagnostico y la inmunoterapia especifica.
5. REACTIVIDAD CRUZADA
Es un hecho conocido el que los pacientes al&eacute;rgicos a hongos lo son,
generalmente, a varias especies a la vez. El termino reactividad cruzada indica
la presencia de ep&iacute;topos similares en diferentes especies. Esto puede ser una
de las causas de la reactividad m&uacute;ltiple que presentan estos pacientes. Sin
embargo, la reactividad cruzada debe ser diferenciada de la polisensibilizaci&oacute;n
paralela, es decir, del caso en el que el paciente presenta reactividad debido a
su exposici&oacute;n a cada una de las especies a las que es al&eacute;rgico
independientemente. Esto ultimo no es extra&ntilde;o ya que, por una parte, un
paciente que se haya expuesto a un ambiente favorable para el crecimiento y
dispersi&oacute;n de un hongo, se vera expuesto a otras muchas especies de hongos
que comparten ese nicho ecol&oacute;gico debido a la gran ubicuidad y abundancia
de estos seres vivos. Por otra parte adem&aacute;s de la multiexposici&oacute;n, hay que
tener en cuenta el hecho de que un paciente at&oacute;pico se trata de un individuo
especialmente susceptible a la sensibilizaci&oacute;n por ant&iacute;genos, por lo que es de
esperar que no solo presente sensibilizaci&oacute;n a varias especies de hongos sino
incluso tambi&eacute;n a otros al&eacute;rgenos no f&uacute;ngicos a los que se haya expuesto.
No obstante, tanto la reactividad cruzada como la polisensibilizaci&oacute;n son
indeferenciables desde el punto de vista cl&iacute;nico. En ambos casos todas las
pruebas in vivo dan resultados igualmente positivos, por lo que aun existe la
controversia de conocer si este hecho se debe principalmente a uno de los
fen&oacute;menos anteriormente descritos.
La reactividad cruzada es posible estudiarla o detectarla in vitro por estudios
inmunoqu&iacute;micos que impliquen una inhibici&oacute;n competitiva de la uni&oacute;n de los
anticuerpos por el ant&iacute;geno (Inhibici&oacute;n del RAST, inhibici&oacute;n del ELISA,
Inhibici&oacute;n del blotting (Einarsson, 1992).
El grado de reactividad cruzada depender&aacute; del n&uacute;mero e importancia relativa
de los ep&iacute;topos comunes de ambos extractos. Te&oacute;ricamente es esperable que
existan mas ep&iacute;topos comunes cuanto mayor sea la proximidad filogen&eacute;tica de
las especies a estudiar, es decir, se espera que la reactividad cruzada sea
mayor entre diferentes cepas que entre diferentes especies, y a su vez, mayor
que entre diferentes g&eacute;neros (Aukrust, 1984). Sin embargo, no se puede
descartar la reactividad cruzada entre hongos y al&eacute;rgenos no f&uacute;ngicos debido a
componentes presentes en una gran cantidad de seres vivos.
La presencia de ep&iacute;topos comunes entre al&eacute;rgenos es favorable para el
diagnostico, ya que reduce el numero de ant&iacute;genos necesarios en el panel de
extractos. Por lo tanto, un n&uacute;mero razonablemente peque&ntilde;o de al&eacute;rgenos que
compartan epitopos com&uacute;nes, serian capaces de detectar la reactividad a un
elevado panel de hongos.
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Se han llevado a cabo varios estudios de reactividad cruzada entre diferentes
grupos, tanto relativos a ant&iacute;genos como a al&eacute;rgenos. En 1969, Biguet y cols
(Biguet, 1964) realizaron uno de los primeros estudios de similitud antig&eacute;nica
sobre especies del g&eacute;nero Aspergillus. Kim y Chaparas (1979), trabajando con
especies de este mismo g&eacute;nero (Aspergillus fumigatus, Aspergillus fumigatus
var. ellipsoideus, Aspergillus phialiseptus y Aspergillus flavus) se encontraron
que el 89% de los ant&iacute;genos de Aspergillus fumigatus eran comunes a todas las
cepas y variedades de esta especie, mientras que la similitud entre especies es
mucho menor (19-35%). La reactividad cruzada estuvo asociada
principalmente con las fracciones glicoproteicas y carbohidratos.
En algunos casos no se ha encontrado reactividad cruzada entre diferentes
especies, tal es el caso entre Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, y Penicilium
(Martinez, 1994a), utilizando Inhibici&oacute;n del RAST e inhibici&oacute;n del ELISA con
sueros experimentales.
Por el contrario, existen otros estudios que indican la presencia de reactividad
cruzada entre especies diferentes. Por ejemplo, se han encontrado muchas
similitudes entre g&eacute;neros relacionados morfol&oacute;gicamente como Alternaria y
Ulocladium, demostrandose la presencia de Alt a 1 en ambas especies
(Gravesen, 1983). Por inhibici&oacute;n del RAST, Agarwal y cols (1982) vieron que
Alternaria y Stemphylium conten&iacute;an muchos ant&iacute;genos comunes, entre ellos
Alt a 1. Otros estudios no han encontrado reactividad cruzada medida por
inhibici&oacute;n del RAST o en inmunoblotting con inhibici&oacute;n entre Aspergillus y
Cladosporium ni entre Aspergillus y Alternaria y si encuentran
entre
Alternaria y Cladosporium (Tee, 1987). Posteriormente se ha estudiado la
relaci&oacute;n entre Fusarium solani y otros hongos y se han encontrado varios
determinantes antig&eacute;nicos comunes entre Fusarium solani, Penicillium.
chrysogenum y Aspergillus fumigatus (O&acute;Neil, 1987). Un estudio demostr&oacute;
reactividad cruzada entre Fusarium solani y Epicoccum.nigrum, ambos
inhibieron a Wallemia sebi en RAST pero Wallemia solo inhibi&oacute; parcialmente a
Aspergillus fumigatus (Karlsson-Borga, 1989) as&iacute; como entre Aspergillus
fumigatus y Candida albicans (Quindos, 1993). Tambi&eacute;n se ha descrito este
fen&oacute;meno entre extractos de medio de cultivo de Fusarium solani, Fusarium
equiseti y Fusarium moniliforme (Verma, 1994). Shen y cols (1996) encontraron
reactividad cruzada entre los al&eacute;rgenos mayores de tres especies de
Penicillium, y Brower (Brower, 1996) tambi&eacute;n encontr&oacute; reactividad cruzada
entre Aspergillus y Penicillium.
Con la llegada de herramientas como los anticuerpos monoclonales y
policlonales monoespec&iacute;ficos, se ha utilizado esta herramienta para el estudio
de la reactividad cruzada y la similitud antig&eacute;nica entre hongos. En concreto,
Kumar y cols (1993) obtuvieron anticuerpos monoclonales frente a ant&iacute;genos
glicoproteicos de Aspergillus fumigatus que reaccionaron con Penicillium,
Candida y otras especies de Aspergillus fumigatus.
Recientemente, mediante la aplicaci&oacute;n de t&eacute;cnicas de secuenciaci&oacute;n g&eacute;nica y
proteica de al&eacute;rgenos, se han podido demostrar similitudes entre diferentes
componentes de diferentes especies. Esta similitud g&eacute;nica puede estar en la
base de la reactividad cruzada de &eacute;ste modo se han encontrado al&eacute;rgenos
comunes entre Alternaria alternata y Cladosporium herbarum (Breitenbach,
1995).
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Revisados los antecedentes sobre las enfermedades al&eacute;rgicas y los al&eacute;rgenos y
m&aacute;s concretamente de hongos y espec&iacute;ficamente de Alternaria alternata, se
deduce y concluye la importancia de disponer de los al&eacute;rgenos de relevancia
cl&iacute;nica m&aacute;s importantes presentes en la fuente alerg&eacute;nica, adecuadamente
caracterizados y purificados para su uso prioritario en el diagn&oacute;stico mediante
pruebas cut&aacute;neas, principal herramienta que establece un diagn&oacute;stico
etiol&oacute;gico de la enfermedad al&eacute;rgica.
En base a ello el estudio del al&eacute;rgeno mayor de Alternaria alternata, Alt a 1,
objeto de &eacute;sta Memoria, se plantea cumplir los siguientes objetivos:
OBJETIVOS
1.- Desarrollar un procedimiento de purificaci&oacute;n del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 del
hongo Alternaria alternata, conformando las caracter&iacute;sticas de rendimiento y
caracterizaci&oacute;n, as&iacute; como de seguridad de la fuente alerg&eacute;nica que lo contiene,
que permita su uso diagn&oacute;stico mediante pruebas cut&aacute;neas.
2.- Establecer las principales caracter&iacute;sticas del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1, que
permitan conocer su comportamiento cin&eacute;tico, tanto “in vivo” mediante
pruebas cut&aacute;neas por prick test, como “in vitro” mediante t&eacute;cnicas de
electroforesis y enzimoinmunoensayo, comparativamente con los extractos
alerg&eacute;nicos obtenidos a partir de la fuente alerg&eacute;nica Alternaria alternata.
3.- Demostrar la presencia o ausencia del fen&oacute;meno de reactividad cut&aacute;nea del
al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 de Alternaria alternata con otras especies de hongos
representativas aerobiol&oacute;gicamente como neumoal&eacute;rgenos.
4.- Definir los par&aacute;metros de eficacia y seguridad de uso del al&eacute;rgeno mayor
Alt a 1 con car&aacute;cter diagn&oacute;stico mediante pruebas cut&aacute;neas.
5.- Comprobar la especificidad y sensibilididad del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 de
Alternaria alternata, mediante ensayos con antisueros experimentales y sueros
humanos, as&iacute; como mediante el empleo de pruebas cut&aacute;neas con el al&eacute;rgeno
mayor Alt a 1 y los extractos obtenidos a partir de Alternaria alternata.
6.- Estudiar la prevalencia de la sensibilizaci&oacute;n al hongo Alternaria alternata
en una poblaci&oacute;n de la isla de Gran Canaria, as&iacute; como otras variables en
relaci&oacute;n con la prevalencia, como la monosensibilizaci&oacute;n, polisensibilizaci&oacute;n,
concordancia entre prueba cut&aacute;nea y nivel de Ig E s&eacute;rica espec&iacute;fica de
Alternaria alternata, distribuci&oacute;n por edades y sexo y estacionalidad.
7.- Eval&uacute;ar la rentabilidad cl&iacute;nica, estableciendo los valores predictivos
positivos y negativos, del diagn&oacute;stico de la sensibilidad a Alternaria alternata
mediante pruebas cut&aacute;neas con el al&eacute;rgeno mayor Alt a 1.
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8.- Dise&ntilde;ar un algoritmo diagn&oacute;stico de estudio en sensibilidad a hongos y
espec&iacute;ficamente a Alternaria alternata en la poblaci&oacute;n canaria.
9.- Ampliar el conocimiento de las sensibilizaciones y polisensibilizaciones
asociadas a la alergia a hongos atmosf&eacute;ricos, tomando como referencia el
estudio de prevalencia propuesto de incidencia del hongo Alternaria alternata
en la isla de Gran Canaria.
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1. OBTENCION Y PROCESADO DE LA FUENTE ALERG&Eacute;NICA
1.1: Obtenci&oacute;n del extracto
La fuente natural de materia prima conteniendo esporas y micelio de
Alternaria alternata (CBS no. 103.33) se adquiri&oacute; de Allergon (art. 1001,
Allergon, Engelholm, Suecia)
1.2: Homogeneizaci&oacute;n
Previo a su homogeneizaci&oacute;n, la materia prima se disolvi&oacute; en tamp&oacute;n de Coca
(10 g Cloruro s&oacute;dico, 4 g de Bicarbonato s&oacute;dico, 4 mL de Tween 20 y 1 litro de
agua desionizada) y ulteriormente se procedi&oacute; a su homogeneizaci&oacute;n mediante
un proceso de rotura con aspas en un aparato Politron PT 2100 (Kinematica
AG) en dos ciclos de 1 minuto a 4&ordm;C.
1.3: Extracci&oacute;n
El homogeneizado fue posteriormente sometido a extracci&oacute;n hidrosoluble con
tamp&oacute;n de Coca) al que se le a&ntilde;adieron 1&micro;g/mL de pepstatin A (ref L9783,
Sigma) 1 &micro;g/mL de leupeptina (P5318, Sigma) y PMSF a 1mM
(phenylmethilsulfonyil fluoride) (P7626, Sigma) como inhibidores enzim&aacute;ticos
de proteasas. El proceso se efect&uacute;o mediante agitaci&oacute;n magn&eacute;tica a una
temperatura de 4&ordm; C, durante 5 horas.
1.4: Filtraci&oacute;n y di&aacute;lisis
La fracci&oacute;n hidrosoluble se someti&oacute; a centrifugaci&oacute;n de 8.400 g x 30 min. a 4&ordm;
C, en una centr&iacute;fuga Rotanta RS (Hettich), tras la cual se descart&oacute; el
sedimento.
El sobrenadante obtenido fue sometido a filtrado con vac&iacute;o, en un conjunto de
embudo Buchner y matraz Kittasato, a trav&eacute;s de filtros de profundidad
Millipore AP (Millipore).
El filtrado obtenido fue sometido a un proceso de di&aacute;lisis en una membrana
con un limite de exclusi&oacute;n de 7.000 Da (Medicell International), durante 12
horas a 4&ordm; C frente a agua desionizada
Tras una posterior filtraci&oacute;n con un filtro de un tama&ntilde;o de poro de 0.45 &micro;m
(Millipore), se procedi&oacute; a su congelaci&oacute;n a – 80&ordm; C, (Sanyo MDF – 235).
1.5: Estabilizaci&oacute;n
La estabilizaci&oacute;n se realiz&oacute; mediante un proceso de liofilizaci&oacute;n en una planta
Liogamma Telstar 20/40 (Telstar) seg&uacute;n una receta espec&iacute;ficamente dise&ntilde;ada,
cuyas caracter&iacute;sticas son expresadas en la tabla n&ordm; 1.
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DESCRIPCION
TEMPERATURA (&ordm; C)
Preparaci&oacute;n bandejas
Congelaci&oacute;n
Congelaci&oacute;n
Prep. Condensador
Vac&iacute;o C&aacute;mara
Secado primario
Secado primario
Secado primario
Secado primario
Test final secado primario
Secado secundario
Secado secundario
Test final secado secundario
-
VAC&Iacute;O (mbar) h: min.
30
40
40
50
-5
10
30
30
30
30
30
30
0.200
0.200
0.200
0.300
0.300
0.300
0:30
3:00
0:10
5:00
8:00
8:15
7:0
0:5
4:0
5:0
0.5
Tabla 5: Receta de Liofilizaci&oacute;n
1.5.1: Determinaci&oacute;n de par&aacute;metros anal&iacute;ticos
1.5.1.1: Humedad relativa:
La humedad relativa de las muestras liofilizadas, se realiz&oacute; de acuerdo a la
descripci&oacute;n del m&eacute;todo de Karl-Fischer; el cual utiliza el reactivo del mismo
nombre (originalmente en relaci&oacute;n 1:3:10 una mezcla de yodo + di&oacute;xido de
azufre + piridina en etanol), que al reaccionar cuantitativa y selectivamente
con el agua, permite conocer y medir su contenido en la muestra problema.
Para ello se emple&oacute; un equipo de valoraci&oacute;n volum&eacute;trica de agua Crison,
modelo Compact KF I Titrator (Crison). El procedimiento se realiz&oacute; sobre la
base de los programas definidos por el fabricante:
N&ordm; programa
“20”
“16”
operaci&oacute;n
estandarizaci&oacute;n
titraci&oacute;n
y dada la sustituci&oacute;n de la piridina en el reactivo iodosulfuroso R original, por
otros compuestos b&aacute;sicos Hydranal (Sigma-Aldrich Qu&iacute;mica):
-
Standard =&gt; xileno + butanol
Tritant
=&gt; metanol
Solvent =&gt; imidazol, anh&iacute;drido sulfuroso, metanol
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Se procedi&oacute; conforme a lo indicado en la Real Farmacopea Espa&ntilde;ola (RFE,
1997) a su validaci&oacute;n previa, para posteriormente de aplicar los programas “20
y 16”, disponer de los datos de humedad relativa de la muestra.
1.5.1.2: Contenido proteico:
El contenido proteico fue valorado mediante la t&eacute;cnica de Bradford (Bradford,
1976). Su fundamento es el desplazamiento de la longitud de onda de m&aacute;xima
absorci&oacute;n que sufre el Azul de Coomassie G-250 de 465 a 595 nm, cuando se
une a las prote&iacute;nas. Para ello se emple&oacute; el kit “Bio-Rad Protein Assay” (BIORAD Lab), que de acuerdo con las instrucciones del fabricante, emplea como
recta patr&oacute;n BSA a diferentes concentraciones (0; 2; 4; 6; 8; 10 &micro;g/mL) sobre
la que se compara la muestra y cuyas lecturas se realizan a una longitud de
onda de 595 nm en un espectrofot&oacute;metro Beckman-Coulter DU 640
(Beckman-Coulter).
1.5.1.3: Contenido en az&uacute;cares:
La determinaci&oacute;n de az&uacute;cares (hexosas) se realiz&oacute; mediante la t&eacute;cnica de la
Antrona, seg&uacute;n la modificaci&oacute;n introducida por Chung y Nickerson (Chung,
1954). Para ello se emple&oacute; antrona (0.2 g) de calidad anal&iacute;tica (Merck 1468),
sobre &aacute;cido sulf&uacute;rico fr&iacute;o (100 mL), de calidad anal&iacute;tica (Probus). Una vez
disuelta en su totalidad la antrona (30 – 60 minutos) en condiciones de
temperatura ambiente, se extrajeron 5 mL que se a&ntilde;adieron a la muestra de
extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata (1 mL) en un tubo de ensayo
(Pyrex). La mezcla fue sometida a agitaci&oacute;n y mantenida en ba&ntilde;o de hielo,
hasta comprobarse su homogeneidad. Tras el calentamiento de la mezcla
homog&eacute;nea a 100&ordm; C durante 10 minutos y su posterior enfriamiento, se
procede a su lectura en un espectrofot&oacute;metro Beckman-Coulter DU 640
(Beckman-Coulter) a una longitud de onda de 540 nm. La soluci&oacute;n est&aacute;ndar o
patr&oacute;n que se emple&oacute; fue de glucosa anhidra, de calidad anal&iacute;tica (GI 125
Scharlau), ajustada a concentraciones de 0; 12.5; 25; 50; 100 y 200 &micro;g/mL en
agua destilada; las cuales siguieron el mismo tratamiento que las muestras de
extracto alerg&eacute;nico.
El c&aacute;lculo se realiz&oacute; mediante la recta de regresi&oacute;n calculada entre las
absorbancias y las concentraciones de glucosa empleadas como patr&oacute;n. Los
resultados se expresan en el % de hexosas por peso de muestra.
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2: IDENTIFICACION DE AL&Eacute;RGENOS
2.1: Determinaci&oacute;n de pesos moleculares. Electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfatos&oacute;dico (SDS-PAGE)
2.1.1: Fundamento te&oacute;rico:
Cualquier mol&eacute;cula cargada se desplaza al ser expuesta en un campo
el&eacute;ctrico. Dado que las prote&iacute;nas son mol&eacute;culas con carga neta a cualquier pH
distinto del punto isolectrico, estas migran en un campo el&eacute;ctrico dependiendo
de su densidad de carga (relaci&oacute;n entre carga y masa). De este modo, se utiliza
esta caracter&iacute;stica de las prote&iacute;nas para llevar a cabo su separaci&oacute;n.
Actualmente los soportes mas utilizados son los que participan activamente en
el proceso de separaci&oacute;n al interaccionar f&iacute;sicamente con las part&iacute;culas de
migraci&oacute;n (almid&oacute;n, agarosa, poliacrilamida), cuyo tama&ntilde;o de poro es el orden
del tama&ntilde;o de las mol&eacute;culas a separar y que proporcionan, por tanto, la
posibilidad de separar prote&iacute;nas seg&uacute;n su carga y tama&ntilde;o. Entre ellos, el
soporte de acrilamida es el que mayores ventajas ofrece: elevada pureza de sus
reactivos constituyentes, es qu&iacute;micamente inerte, estable en amplios rangos
de pH, temperatura y fuerza i&oacute;nica, transparente y, adem&aacute;s, permite la
formaci&oacute;n de gradientes precisos.
Los geles de poliacrilamida (abreviada como bisacrilamida), que reacciona con
los grupos funcionales libres de las cadenas terminales. El compuesto TEMED
cataliza la formaci&oacute;n de los radicales libres del persulfato, necesario para que
se inicie el proceso de polimerizaci&oacute;n.
La mayor&iacute;a de los estudios que emplean electroforesis zonal de prote&iacute;nas lo
hacen mediante el empleo de condiciones desnaturalizantes, de modo que las
prote&iacute;nas son disociadas y analizadas en sus unidades polipeptidicas
individuales. Estos m&eacute;todos, conocidos como electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS PAGE) son ampliamente utilizados y se
encuentran muy estandarizados.
2.1.2: Descripci&oacute;n de la SDS PAGE:
B&aacute;sicamente se emplea el m&eacute;todo originalmente propuesto por LaemmLi
(Laemmli, 1970) con ligeras modificaciones introducidas por los fabricantes de
los equipos de electroforesis horizontal utilizados para Mini-Protean II (BioRad).
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2.1.2.1: Tampones y soluciones:
1.5 M Tris-HCl; pH: 8.8 (Sepaador)
Tris base
Agua destilada
Ajuste a pH 8.8 con HCl 1 N
Almacenamiento a 4&ordm; C.
0.5 M Tris-HCl; pH: 6.8 (Apilador)
Tris base
Agua destilada
Ajuste a pH 6.8 con HCl 1 N
Almacenamiento a 4&ordm; C
SDS (dodecilsulfatos&oacute;dico) al 10%
SDS
Agua destilada
27.23 g (18.15/100 mL)
150 mL
6g
100 mL
10 g
100 mL
Tamp&oacute;n de tratamiento (“Sample buffer”)
Agua destilada
4 mL
0.5 M Tris-HCl; pH: 6.8
1 mL
Glicerol
0.8 mL
SDS 10%
1.6 mL
2-β-mercaptoetanol
0.4 mL
Azul de bromofenol 0.5% 0.2 mL
Tamp&oacute;n de electrodos pH: 8.3 (5X)
Tris base
Glicina
SDS
Agua destilada
9 g (15 g/ L)
43.2 g (72 g/L)
3 g (5 g/L)
600 mL
Almacenamiento a 4&ordm; C y se calienta a 37&ordm; C si se produce precipitaci&oacute;n
Se diluyen 60 mL de tamp&oacute;n stock 5X con 240 mL de agua destilada.
Soluci&oacute;n de Azul de Coomassie (Tinci&oacute;n)*
Azul de Coomassie R-250
1g
Metanol
400 mL
&Aacute;cido ac&eacute;tico
100 mL
Agua destilada
500 mL
Tiempo de tinci&oacute;n: 60 minutos a 50&ordm; C o 12 horas a temperatura ambiente.
*si se emplea la tinci&oacute;n propuesta por el fabricante “Biosafe de Coomassie”
(Bio-Rad), el gel debe de previamente lavarse 3 veces con agua destilada y
a&ntilde;adir posteriormente la tinci&oacute;n, manteni&eacute;ndola durante 1 hora y deste&ntilde;ir a
continuaci&oacute;n el gel con agua.
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Soluci&oacute;n decolorante
Metanol
&Aacute;cido ac&eacute;tico
Agua destilada
400 mL
100 mL
500 mL
Tiempo de decoloraci&oacute;n: entre 1 y 3 horas.
2.1.2.2: Montaje de las placas:
De acuerdo a las instrucciones del equipo Mini-Protean II dual slab cell
2.1.2.3: Preparaci&oacute;n de los geles: Sistema discontinuo
Gel Separador “running gel” (porcentaje de acrilamida 12.5%) =&gt; cantidad
para 2 geles de 0.75 mm
Acrilamida (40%) 29:1
Tris HCl 1.5 M pH: 8.8
Agua destilada
SDS 10%
2.8 mL
1.7 mL
2 mL
66 &micro;L
Persulfato am&oacute;nico (fresco)
70 &micro;L (30 mg/mL) =&gt; 3%
Tetrametiletilendiamina (TEMED)
14 &micro;L
Cantidad por placa
3.2 mL
Tiempo de polimerizaci&oacute;n
10 minutos
INTERFASE: 40 &micro;L de Butanol/agua por cada lado de la placa
* El porcentaje de acrilamida se establece en funci&oacute;n del peso molecular de la
muestra que es objeto de estudio. Se utiliza un porcentaje de acrilamida del
12,5% cuando la muestra tiene un peso molecular relativo que oscila entre los
15 y los 95 kDa. Cuando la muestra tiene un peso molecular mas elevado se
reduce el porcentaje de acrilamida, superando siempre el porcentaje
establecido para el gel preparador, y cuando el peso molecular es inferior al
anteriormente se&ntilde;alado se aumenta dicho porcentaje.
El grosor del gel se ajusta en proporci&oacute;n a la cantidad de prote&iacute;na que
pongamos, utilizando para este fin cristales dise&ntilde;ados para este uso
Gel Apilador o Concentrador “stacking gel” (porcentaje de acrilamida 4%)
=&gt; cantidad para 2 geles de 0.75 mm
Acrilamida
Tris HCl 0.5 M pH 6.8
Agua destilada
SDS 10%
0.7
1.7
4.2
66
mL
mL
mL
&micro;L
desgasificaci&oacute;n 10 minutos =&gt; Polimerizaci&oacute;n:
Persulfato am&oacute;nico (fresco)
Tetrametilendiamina (TEMED)
70 &micro;L
14 &micro;L
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2.1.2.4: Preparaci&oacute;n de las muestras:
Las muestras se disuelven en el tamp&oacute;n de muestra, a una concentraci&oacute;n de
unos 0,5 a 2 mg/mL de prote&iacute;na calculada seg&uacute;n el m&eacute;todo Bradford
(Bradford, 1976), llev&aacute;ndose a una temperatura de 100&ordm; C durante 5 minutos.
Tras su enfriamiento, los restos insolubles se eliminan por centrifugaci&oacute;n a
14.000 r.p.m, en una centrifuga Micro (Helltich) durante 5 minutos,
descart&aacute;ndose el precipitado.
El patr&oacute;n de pesos moleculares se recompone as&iacute; mismo en el tamp&oacute;n de
muestra, debiendo previamente a su empleo haber alcanzado los 100&ordm; C
durante 5 minutos.
2.1.2.5: Condiciones electrofor&eacute;ticas:
Tras el rellenado de la cubeta interior con el tamp&oacute;n de electroforesis y
a&ntilde;adiendo el resto a la cubeta; se dispensa el patr&oacute;n y las muestras en las
calles con una pipeta en un volumen de 10 &micro;L. La electroforesis se desarroll&oacute;
a voltaje constante de 200 voltios durante 30 – 45 minutos, en funci&oacute;n del
frente de migraci&oacute;n que presenta el azul de bromofenol. En ese momento se
desconecta la fuente y se extrae el gel de entre las dos placas.
2.1.2.6: Tinci&oacute;n:
El gel se coloca en una placa de Petri y se a&ntilde;ade la soluci&oacute;n colorante de
Coomassie, en dos protocolos:
•
R&aacute;pido: 1 hora a 60 &ordm;C
•
Lento:
24 horas a temperatura ambiente
El exceso de colorante es retirado mediante la soluci&oacute;n decolorante hasta que
el fondo del gel quede casi transparente (1 – 3 horas) y puedan ser
visualizadas adecuadamente las bandas del patr&oacute;n y de las muestras.
2.1.2.7: Determinaci&oacute;n de Pesos Moleculares:
Se realiza de acuerdo al m&eacute;todo propuesto por Weber y Osborn (Webber,
1969), construyendo una recta de calibrado, que representa la movilidad (en
mm) de una serie de prote&iacute;nas frente al logaritmo de su peso molecular (PM
conocido). La movilidad se mide desde el comienzo del gel separador hasta el
punto medio de la banda.
Una vez demostrada la correlaci&oacute;n entre ambas variables (r &gt; 0.90), el peso
molecular de las prote&iacute;nas o p&eacute;ptidos de la muestra problema se determina a
partir de sus movilidades.
Las prote&iacute;nas empleadas como patrones, cuando se utilizaron geles al 12,5%
de acrilamida fueron adquiridas a Amersham biosciences, referencia 17-0446-
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01 correspondientes a unos est&aacute;ndares de pesos moleculares, que se
especifican en la tabla siguiente:
Amersham biosciences referencia 17-0446-01
Prote&iacute;nas
Pesos moleculares (kDa)
Fosforilasa b
Seroalb&uacute;mina bovina
Ovoalb&uacute;mina
Anhidrasa carb&oacute;nica
Inhibidor de tripsina
Lisozima
97.0
66.0
45.0
30.0
20.1
14.4
Tabla 6: Est&aacute;ndares de pesos moleculares
2.2: Transferencia de bandas proteicas, separadas por electroforesis a
membranas Inmovilizantes. Western blot
2.2.1: Fundamento te&oacute;rico:
El proceso se define como la transferencia de las prote&iacute;nas del gel de
poliacrilamida a un filtro (matriz o membrana de inmovilizaci&oacute;n) que puede ser
sometido a los tratamientos necesarios para la identificaci&oacute;n de las bandas.
Esto lleva consigo las siguientes ventajas (Gershoni y Palade, 1983):
a) Los filtros son m&aacute;s manejables y flexibles.
b) Las prote&iacute;nas inmovilizadas son f&aacute;cilmente y por igual accesibles a
varios ligandos (ya que se obvian las limitaciones introducidas por la
porosidad de los geles de gradiente)
c) Generalmente se requieren menores cantidades de reactivos.
d) Los tiempos de los procesos
significativamente.
(incubaciones y lavados) se reducen
e) Se pueden hacer m&uacute;ltiples replicas del mismo gel.
f)
Las transferencias se pueden guardar durante periodos de tiempo
considerables.
g) La misma transferencia se puede utilizar para m&uacute;ltiples an&aacute;lisis
sucesivos.
h) Y lo m&aacute;s importante de todo, la transferencia es susceptible de an&aacute;lisis
que de otra forma serian muy dif&iacute;ciles o imposibles de efectuar en los
geles.
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Las membranas pueden ser de diferentes tama&ntilde;o de poro: 0,45 &micro;m; 0,22 &micro;m
(son los mas habituales). A poro m&aacute;s peque&ntilde;o hay m&aacute;s retenci&oacute;n de prote&iacute;na
(conveniente cuando se trabaja con mol&eacute;culas de bajo peso molecular) pero
dificulta o limita la interacci&oacute;n de los anticuerpos.
La uni&oacute;n proteica a la membrana no es covalente, por lo tanto, es probable
que con los sucesivos pasos del protocolo (bloqueo, lavados…) se pierda una
proporci&oacute;n significativa de la prote&iacute;na retenida a la membrana. Algunos
materiales parecen presentar ventajas sobre otros; por lo que si esto presenta
un problema en los experimentos se pueda probar con membranas de
difluoruro de polivinilideno, como por ejemplo Hybond (Amersham biosciences
(PVDF) que presentan una mayor capacidad de adsorci&oacute;n y fijaci&oacute;n de
prote&iacute;nas, que las convencionales de nitrocelulosa y/o nylon.
2.2.2: Descripci&oacute;n. Inmunotransferencia (Western blot)
Es el procedimiento mas utilizado actualmente para la transferencia. La
inmunotransferencia se basa en la electroeluci&oacute;n de las prote&iacute;nas del gel. Esto
es posible por el hecho de que las prote&iacute;nas (en contraste con el DNA) se
adsorben a la membrana, incluso en tampones de baja fuerza i&oacute;nica. Por lo
tanto, se pueden electroeluir las prote&iacute;nas fuera del gel hacia los filtros en
condiciones que no necesitan corrientes el&eacute;ctricas impracticablemente altas.
Hay que hacer constar que la electroeluci&oacute;n de macromol&eacute;culas para la
inmunotransferencia fue usada por primera vez por Arnheim y Southern en
1977.
El tamp&oacute;n de transferencia m&aacute;s tradicional es el descrito por Towbin y cols
(1979): Tris 24,8 mM, glicina 192 mM, metanol al 20%. El metanol inhibe el
hinchamiento del gel y mejora la resoluci&oacute;n de la inmunotransferencia, pero
estos porcentajes pueden producir que se elimine el SDS de las prote&iacute;nas
llegando a precipitar en gel. Esto no es problema en el caso de las prote&iacute;nas
peque&ntilde;as, pero en el caso de que se quieran transferir prote&iacute;nas con un punto
isoelectrico alcalino o un peso molecular de m&aacute;s de 100 kDa se recomienda
reducir el contenido en metanol (a menos de 10%). Tambi&eacute;n se puede a&ntilde;adir
SDS a la soluci&oacute;n de transferencia.
Las prote&iacute;nas peque&ntilde;as (&lt;20 kDa) normalmente transfieren bien
independientemente de los porcentajes de metanol. Sin embargo se deben
tener en cuente las siguientes precauciones:
•
Limitar el tiempo en el tamp&oacute;n de transferencia (menos de 10 min.)
porque pueden migrar r&aacute;pidamente sin fuerza i&oacute;nica.
•
Para evitar la perdida a trav&eacute;s de la membrana (Blow-trough):
Tamp&oacute;n de transferencia con 20% de metanol que aumenta el
tabicamiento (partitioning) de la prote&iacute;na a la membrana.
•
Reducir la intensidad de corriente a la mitad para que haya m&aacute;s tiempo
para interaccionar con la membrana.
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En resumen cuando la prote&iacute;na a transferir es grande se deber&iacute;a migrar la
muestra en geles de acrilamida de bajo porcentaje, reducir la cantidad de
metanol, aumentar la intensidad de corriente y transferir durante m&aacute;s tiempo.
Cuando la prote&iacute;na es peque&ntilde;a, metanol al 20%, menos carga y menos tiempo
de transferencia.
Para prote&iacute;nas grandes y b&aacute;sicas se puede utilizar un tamp&oacute;n de transferencia
compuesto de CAPS (&aacute;cido 3-[ciclohexilamino]-1-propansulfonico) 10 mM y
metanol 5%-10% pH 10,5-11 (Matsudaria, 1987).
Para transferir geles nativos se debe eliminar por completo el metanol del
tamp&oacute;n de transferencia
El empleado en estos experimentos es el m&eacute;todo descrito por Towbin (Towbin y
cols., 1979), en un equipo de transferencia Bio-Rad compuesto por:
•
Mini Trans-blot electrophoretic transfer cell.
•
Mini Protean II cell &oacute; Trans-blot semi-dry transfer cell.
•
Power Pac 200
2.2.3: M&eacute;todo de transferencia semiseco
a) Preparaci&oacute;n del Tamp&oacute;n de Transferencia (Schafer-Nielsen y cols.,
1980) compuesto por:
Glicina 39 mM
Tris 48 mM
SDS 1.3 mM
Metanol 20% (v/v)
Agua destilada completar hasta
5.82 g
2.93 g
3.75 mL al 10%
200 mL
1L
pH del tamp&oacute;n 9.2; que nunca debe de ajustarse con &aacute;cidos o bases y puede
almacenarse a 4&ordm; C.
b) El gel de poliacrilamida, una vez finalizada su electroforesis, debe de ser
equilibrado para retirar las sales y restos de detergente, que
incrementar&iacute;an la conductividad de la transferencia. Para ello el gel de
poliacrilamida debe de sumergirse en el tamp&oacute;n de transferencia
durante al menos 10 minutos; siempre que su grosor sea de 0.75 mm.
Si el gel fuera mas grueso el tiempo seria mayor.
c) La membrana de PVDF y el papel de filtro protean KL size (ref.
1147NF3 Bio-Rad), deben de cortarse 1 o 2 cm mas grande que el gel de
poliacrilamida. Dadas las caracter&iacute;sticas hidr&oacute;fobas de la membrana de
PVDF, debe de someterse a un pretratamiento de:
Metanol
Agua destilada
15 segundos
1 minuto
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Tamp&oacute;n de Transferencia
&gt;2 minutos
d) Colocaci&oacute;n de los componentes de la transferencia en la placa del
aparato:
En primer lugar el papel de filtro Protean XL size (ref. 1147NF3 BioRad), embebidos en el Tamp&oacute;n de Transferencia. La membrana de
PVDF, el gel de poliacrilamida y otro de papel de filtro.
e) La transferencia se lleva a cabo mediante la aplicaci&oacute;n de un voltaje
entre 10 – 15 V (3 mA/cm2) y nunca exceder&aacute; de 25 V. Este valor se
obtiene tras la medida del &aacute;rea del gel, que al multiplicarse por la
constante 5.5 y dividirse por 1.000, nos indica el n&uacute;mero de mA
requeridos. El tiempo aproximado de transferencia
no debe ser
superior a los 45 minutos.
f)
Una vez finalizado el proceso de transferencia, se retira la membrana de
PVDF, bien para ser te&ntilde;ida o procesada para inmunodetecci&oacute;n
2.2.3.1: Tinci&oacute;n de membranas de PVDF transferidas: directa
a) Soluci&oacute;n de tinci&oacute;n Negro Amido (Amido Black 10 B; Panreac, al 0.1%):
Amido Negro 10 B
0.2 g
Soluci&oacute;n decolorante
200 mL
b) Soluci&oacute;n decolorante:
Metanol
&Aacute;cido ac&eacute;tico glacial
Agua destilada
900 mL
20 mL
80 mL
Se coloca la membrana de PVDF en la soluci&oacute;n de tinci&oacute;n durante 10 minutos
y posteriormente se traslada la misma a la soluci&oacute;n decolorante, hasta que el
fondo quede claro. Retiramos en ese momento la membrana y la dejamos
secar.
2.2.3.2: Tinci&oacute;n de membranas de PVDF transferidas: reversible
Las membranas pueden as&iacute; mismo te&ntilde;irse con la soluci&oacute;n de Ponceau, para
ello deber&aacute;n de sumergirse en una soluci&oacute;n al 0.5% de rojo Ponceau, 1% de
&aacute;cido ac&eacute;tico durante un minuto y ulterior deste&ntilde;ido con agua destilada hasta
conseguir un contraste &oacute;ptimo. La tinci&oacute;n puede retirarse completamente con
una soluci&oacute;n de hidr&oacute;xido s&oacute;dico 0.1 N.
2.2.4: Inmunodetecci&oacute;n de prote&iacute;nas transferidas a membranas de PVDF
Se procedi&oacute; de acuerdo al protocolo de Shen (Shen, 1988), con ligeras
modificaciones:
a) Una vez transferidas las prote&iacute;nas a la membrana de PVDF, la
membrana de PVDF se corta en las diversas calles que van a ser
incubadas individualmente.
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b) Se procede a un proceso de saturaci&oacute;n de la membrana, para evitar las
uniones inespec&iacute;ficas de las inmunoglobulinas o de los conjugados
inmunoglobulina – enzima. Para ello, la membrana de PVDF se incub&oacute;
bien con tamp&oacute;n PBS-Tween 0.1%, bien con BSA 1% PBS-Tween
0.05%, o bien con PBS-leche 3% dependiendo del anticuerpo utilizado,
durante 1 hora, en agitaci&oacute;n suave y a temperatura ambiente.
c) Los restos del Tamp&oacute;n de saturaci&oacute;n, son eliminados mediante 4
lavados con Tamp&oacute;n PBS de 5 minutos, en agitaci&oacute;n constante y a
temperatura ambiente.
d) La incubaci&oacute;n de las membranas de PVDF, con el suero de los
pacientes, se realiza durante un periodo de 12 – 16 horas, en agitaci&oacute;n
constante y a una temperatura de 4&ordm; C. Los sueros de los pacientes,
pueden emplearse individualmente o agrupados “pool”. A nivel de IgE
individualizados, los sueros se emplearon sin diluir (sueros de clase ≥
III en RAST o equivalente). Cuando se emplean agrupados, se procedi&oacute; a
diluciones 1:2, 1:5 y 1:10.
Cuando el anticuerpo reconocedor de los antigenos presentes es una
IgG procedente de un conejo inmunizado contra dicho ant&iacute;geno, las
diluciones dependen del titulo. En este caso, para el antisuero de conejo
frente al Alt a 1, se han utilizado diluciones a 1:5000; 1:10000
Tras la incubaci&oacute;n con el suero, los anticuerpos no fijados se eliminan
mediante 4 lavados de 5 minutos con Tamp&oacute;n PBS, en condiciones de
agitaci&oacute;n constante y a temperatura ambiente.
e) La adici&oacute;n del conjugado anti IgE humana marcada con peroxidasa de
r&aacute;bano (HRP-anti Ig E Dakopatts (ref. P 295) o HRP anti IgE Biosource
(ref. AH10509), diluida previamente 1:5000 en Tamp&oacute;n PBS-Tween
0.1%; a la membrana de PVDF en un volumen suficiente que la cubra,
se realiz&oacute; manteni&eacute;ndose durante 2 horas en agitaci&oacute;n y a temperatura
ambiente.
La utilizaci&oacute;n de un anticuerpo secundario biotinilado se produjo
cuando era necesario aumentar la sensibilidad del experimento. Para
ello se utiliz&oacute; una anti IgE biotinilada Biosource (ref. AH10509) diluida
1:10000 en PBS-Tween 0.1% para los sueros de pacientes
sensibilizados; y una anti IgG de conejo biotinilada (Jackson
inmunoresearch Laboratorioes, Inc, Pensilvania, EU (ref 711-065-152))
diluida 1:10000 en tamp&oacute;n BSA 1% PBS -Tween 0,05% para el
antisuero de conejo anti Alt a 1. Ambos anticuerpos se incuban junto
con la membrana durante 1 hora, con agitaci&oacute;n y a temperatura
ambiente.
f)
Los conjugados no fijados fueron eliminados, mediante 4 lavados con
Tamp&oacute;n PBS, de 5 minutos de duraci&oacute;n, en agitaci&oacute;n y a temperatura
ambiente.
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g) Las membranas que han recibido una incubaci&oacute;n con anticuerpos
unidos a biotina, se incuban con Estreptavidin-peroxidasa (Sigma
S5512) a una diluci&oacute;n 1:1000 de la soluci&oacute;n stock que se encuentra a 1
mg/mL, durante 30 minutos
El revelado del inmunocomplejo se realiz&oacute; empleando el sistema ECL + Plus.
Western Blotting detection reagents, ref. NEL104 de Perkin Elmer (Perkin
Elmer Life Sciences, Boston, USA); mediante el siguiente protocolo:
a) Extraer los reactivos de la c&aacute;mara fr&iacute;a y mantenerlos a temperatura
ambiente unos minutos antes de su utilizaci&oacute;n.
b) Mezclar las soluciones etiquetadas como A y B inmediatamente antes
de su uso en una proporci&oacute;n de 1:1. y toda la superficie de la
membrana debe de ser cubierta.
c) El exceso de tamp&oacute;n de lavado se retirar&aacute; y la membrana debe de
colocarse sobre una superficie limpia (un buen soporte es emplear un
trozo vidrio); siempre manteniendo e lado que contiene las prote&iacute;nas
adsorbidas hacia arriba.
d) Retirar el exceso de la mezcla de detecci&oacute;n. Es recomendable realizarlo
sosteniendo la membrana en posici&oacute;n vertical y dejando as&iacute; que escurra
el l&iacute;quido. El extremo inferior de la membrana deber&aacute; de estar en
contacto con un papel secante, con el fin de eliminar el l&iacute;quido
acumulado en el borde inferior.
e) La membrana debe de colocarse inmediatamente despu&eacute;s sobre un
pliego de pl&aacute;stico transparente; con la cara que lleva las prote&iacute;nas
adsorbidas hacia arriba, cuidando de retirar muy suavemente las
burbujas de aire, que se puedan producir entre el pl&aacute;stico y la
membrana. Evitar fundamentalmente la presi&oacute;n sobre la misma.
f)
La membrana envuelta en el pl&aacute;stico con el lado que porta las prote&iacute;nas
adsorbidas hac&iacute;a arriba, se coloca dentro del cassette de revelado
(Hypercassette Amersham Life Science c&oacute;digo RPN 13642). Debe de
asegurarse que el cassette est&aacute; totalmente seco. No deben de existir
restos de reactivos humedeciendo la cassette, con el f&iacute;n de reservar la
ausencia de humedad en la pel&iacute;cula.
g) En habitaci&oacute;n oscura con luz roja de seguridad, colocamos una pel&iacute;cula
de autorradiograf&iacute;a MXG film de Kodak, 100 MIF, 18 x 24 cm (c&oacute;digo
525 3356), encima de la membrana. Cerrar el cassette y exponer
durante 15 segundos, cuidando de no mover la pel&iacute;cula durante la
exposici&oacute;n. Tras el tiempo de exposici&oacute;n retiramos la pel&iacute;cula expuesta
y colocamos otra sin exponer encima de la membrana. La primera
pel&iacute;cula debe de ser revelada inmediatamente y en funci&oacute;n de su
resultado, podremos estimar el tiempo que debe de mantenerse en
exposici&oacute;n la segunda de las pel&iacute;culas, que puede variar entre 1 minuto
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y 1 hora. Si el tiempo de exposici&oacute;n necesario es menor de 5 segundos,
se recomienda diluir los anticuerpos, dada la dificultad de controlar
tiempos de exposici&oacute;n tan cortos.
2.3: Procedimiento
Inmunodetecci&oacute;n
de
evaluaci&oacute;n
de
bandas
en
SDS-PAGE
e
El peso molecular y la intensidad de las distintas bandas pueden ser
evaluadas mediante un sistema de tratamiento de imagen, en base al empleo
de un densit&oacute;metro Bio-Rad, Calibrated Imaging Densitometer GS 710;
equipado con un sistema espec&iacute;fico de an&aacute;lisis de imagen Bio Rad Diversity
Data Base. Mediante &eacute;ste equipo podemos obtener las im&aacute;genes de los geles de
electroforesis de poliacrilamida o de las membranas de PVDF y su “escaneo” e
integraci&oacute;n de datos, nos permite conocer los pesos moleculares de cada
banda en funci&oacute;n de sus movilidades comparadas respecto del patr&oacute;n o
est&aacute;ndar empleado, haciendo un an&aacute;lisis de regresi&oacute;n lineal entre las variables
logaritmo del peso molecular y logaritmo de la movilidad, medido en “pixels”,
exigi&eacute;ndose una correlaci&oacute;n r &gt; 0.90 entre ambas variables.
En un aspecto semicuantitativo, la intensidad de cada calle o banda puede ser
representada como expresi&oacute;n del resultado en intensidad integrada de imagen
(densidad &oacute;ptica por cm2).
3. ANTIGENOS Y ANTISUEROS EXPERIMENTALES
3.1: Purificaci&oacute;n del al&eacute;rgeno Alt a 1 a partir del extracto alerg&eacute;nico de
Alternaria alternata
El procedimiento de purificaci&oacute;n dise&ntilde;ado para el al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 se
concibi&oacute; sobre la base de utilizaci&oacute;n de las t&eacute;cnicas cromatogr&aacute;ficas
convencionales basadas en la carga el&eacute;ctrica y el tama&ntilde;o de la prote&iacute;na, para
lo cual se ha acudido al empleo de las cromatograf&iacute;as de intercambio i&oacute;nico y
cati&oacute;nico, as&iacute; como de exclusi&oacute;n molecular por gel filtraci&oacute;n.
Para ello se han empleado cromat&oacute;grafos Akta Purifier 10 y Akta Explorer 100
(GE Healthcare) y columnas Hitrap Q XL (GE Healthcare) para el proceso de
intercambio ani&oacute;nico, Hitrap SP FF (GE Healthcare) para el proceso de
intercambio cati&oacute;nico y Hiload Superdex 75 Prep Grad (GE Healthcare) para el
proceso de gel filtraci&oacute;n.
El siguiente esquema muestra en forma resumida las caracter&iacute;sticas del
sistema de purificaci&oacute;n empleado para la obtenci&oacute;n del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1.
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Extracto Alternaria alternata
Cromatograf&iacute;a de intercambio ani&oacute;nico
Fracci&oacute;n NO UNIDA
-24 h
-T. Bis-tris pH 6.5
-Control: SDS-PAGE, Cromatograma
Fracci&oacute;n UNIDA (Alt a 1)
Intercambio de tamp&oacute;n mediante
columnas de desalaci&oacute;n
Cromatograf&iacute;a de intercambio cati&oacute;nico
Fracci&oacute;n NO UNIDA (Alt a 1)
Intercambio de tamp&oacute;n mediante
columnas de desalaci&oacute;n
-48 h columna
-T. Acetato s&oacute;dico pH 5.2
-Control: SDS-PAGE
cromatograma
Fracci&oacute;n UNIDA
-Control: SDS-PAGE
cromatograma
Adici&oacute;n NH4HCO3, congelaci&oacute;n -20&ordm; C
Cromatograf&iacute;a Gel Filtraci&oacute;n
(congelaci&oacute;n de pool s a -20&ordm; C)
Filtraci&oacute;n Esterilizante
-14 d&iacute;as.
-T. bicarbonato am&oacute;nico
-Control: SDS-PAGE
cromatograma
-Control ELISA Alt a 1
(cuantificaci&oacute;n)
Liofilizaci&oacute;n
Alt a 1
Figura 12: Flow Chart del proceso de purificaci&oacute;n
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3.1.1: Cromatograf&iacute;a de intercambio ani&oacute;nico
La primera etapa del proceso de purificaci&oacute;n del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1
mediante cromatograf&iacute;a de intercambio ani&oacute;nico parte del extracto alerg&eacute;nico
de Alternaria alternata que es resuspendido en tamp&oacute;n 20mM Bis-Tris pH 6.5
hasta su disoluci&oacute;n mediante agitaci&oacute;n magn&eacute;tica a pH controlado de 6.5. El
extracto as&iacute; resuspendido es centrifugado a 8.000 r.p.m. durante 10 minutos y
ajustada su conductividad a un valor &lt;mS/cm y ulteriormente filtrado por
0.45 micras.
La columna empleada en el proceso de intercambio ani&oacute;nico Hitrap Q XL 5 mL
(GE Healthcare) acoplada a un cromat&oacute;grafo Akta Purifier, fue previamente
acondicionada mediante lavado con agua ultrapura a un flujo de 2.5 mL/mn
para eliminar el etanol de almacenamiento de la columna y equilibrada con
tampones 20 mM Bis-tris pH 6.5 y 20 mM Bis-tris + 0.5 M NaCl pH 6.5.
Tras inyectar en la columna el extracto alerg&eacute;nico acomodado anteriormente
de Alternaria alternata, se colocaron 15 tubos en el colector de fracciones y se
realiz&oacute; un total de 5 pases del extracto alerg&eacute;nico acomodado. Una al&iacute;cuota de
150 &micro;L de cada tubo fue obtenida como control para verificar y seleccionar los
tubos que contienen el al&eacute;rgeno Alt a 1 mediante SDS PAGE. Una vez
realizadas las SDS PAGE de las diferentes eluciones de los 5 pases del extracto
de Alternaria alternata por la columna Hitrap Q XL, se seleccionan y
congelaron las eluciones de cada pase donde se ha detectado la presencia de
Alt a 1 y se realiza un “pool a” con todas las eluciones seleccionadas, que es
finalmente dializado mediante el uso de 4 columnas de desalaci&oacute;n High Prep
26/10 Desalting (GE Healthcare), comprob&aacute;ndose la conductividad antes y
despu&eacute;s del proceso de desalaci&oacute;n.
3.1.2: Cromatograf&iacute;a de intercambio cati&oacute;nico
La segunda etapa del proceso de purificaci&oacute;n del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1
mediante cromatograf&iacute;a de intercambio cati&oacute;nico parte del volumen obtenido,
tras la desalaci&oacute;n del “pool” de elu&iacute;dos en la cromatograf&iacute;a de intercambio
ani&oacute;nico. El “pool a” es ajustado a una concentraci&oacute;n 20 mM mediante acetato
s&oacute;dico en agitaci&oacute;n magn&eacute;tica hasta su completa disoluci&oacute;n y equilibrado a pH
5.2, comprobando la conductividad del “pool a” que debe de ser &lt; 4 mS/cm.
La columna empleada en el proceso de intercambio cati&oacute;nico Hitrap SP FF 5
mL (GE Healthcare) acoplada a un cromat&oacute;grafo Akta Purifier, fue previamente
acondicionada mediante lavado con agua ultrapura a un flujo de 2.5 mL/mn y
equilibrada con tampones 20 mM acetato s&oacute;dico pH 5.2, 20 mM acetato s&oacute;dico
+ 1 M NaCl pH 5.2 y 20 mM acetato s&oacute;dico, pH 5.2.
Tras inyectar en la columna el “pool a” ajustado procedente de la
cromatograf&iacute;a de intercambio ani&oacute;nico, se colocaron 15 tubos en el colector de
fracciones y se realiz&oacute; un total de 7 pases. Alicuotas de 150 &micro;L de cada tubo
fueron obtenidas como control para verificar y seleccionar los tubos que
contienen el al&eacute;rgeno Alt a 1 mediante SDS PAGE. Una vez realizadas las SDS
PAGE de las diferentes eluciones de los 7 pases del “pool” obtenido tras el
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intercambio ani&oacute;nico por la columna Hitrap SP FF 5 mL se seleccionaron ly
congelaron las eluciones de cada pase donde se ha detectado el al&eacute;rgeno Alt a
1 y se realiz&oacute; un nuevo “pool b” con todas las eluciones seleccionadas, que es
finalmente dializado mediante el uso de 4 columnas de desalaci&oacute;n Hig Prep
26/10 desalting (GE Healthcare), comprob&aacute;ndose la conductividad antes y
despu&eacute;s de dializar.
3.1.3: Cromatograf&iacute;a de gel filtraci&oacute;n
La tercera atapa del proceso de purificaci&oacute;n del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1
mediante cromatograf&iacute;a de gel filtraci&oacute;n, parte del volumen obtenido en el
“pool b” procedente de las cromatograf&iacute;as de intercambio ani&oacute;nico y cati&oacute;nico.
El “pool b” es ajustado a una concentraci&oacute;n 0.1 M mediante la adici&oacute;n de
bicarbonato am&oacute;nico en condiciones de agitaci&oacute;n magn&eacute;tica hasta su
completa disoluci&oacute;n.
La columna empleada en la cromatograf&iacute;a de gel filtraci&oacute;n Hiload Superdex 75
prep grade 26/60 (GE Healthcare) con un volumen de 350 mL acoplada a un
cromat&oacute;grafo Akta Purifier 100, fue previa y semanalmente acondicionada con
agua ultrapura a un flujo de 1mL/mn y equlibrada con tamp&oacute;n 0.1 M
bicarbonato am&oacute;nico a un flujo de 2.5 mL/mn.
Tras inyectyar en la columna el “pool b” procedente de las cromatograf&iacute;as de
intercambio ani&oacute;nico y cati&oacute;nico, se colocaron 15 tubos en el colector de
fracciones y se realiz&oacute; un total de 45 pases. Alicuotas de 150 &micro;L fueron
obtenidas como control para verificar y seleccionar los tubos que contienen el
al&eacute;rgeno Alt a 1 mediante SDS PAGE. Una vez realizadas las SDS PAGE de las
diferentes eluciones de los 45 pases del “pool b” por la columna Hiload
Superdex 75 prep grade 26/60, previamente congeladas, se realiz&oacute; un nuevo
“pool c” con todas las eluciones que contienen el al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 y el
“pool c” fu&eacute; congelado.
3.2: Estabilizaci&oacute;n del al&eacute;rgeno Alt a 1
El denominado “pool c” conteniendo el al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 fue sometido a
un proceso de liofilizaci&oacute;n en una planta Liogamma Telstar 20/40 (Telstar),
seg&uacute;n la receta descrita en el apartado 1.5 (tabla 6).
3.3: Inmunizaci&oacute;n:
3.3.1: Fundamento te&oacute;rico
Existe un cierto n&uacute;mero de factores que pueden ser manipulados para obtener
una respuesta inmune favorable hacia un ant&iacute;geno determinado. Todos ellos
est&aacute;n relacionados con el proceso de inmunizaci&oacute;n e incluyen la elecci&oacute;n del
animal, dosis y forma del inmun&oacute;geno, v&iacute;a de administraci&oacute;n, numero de
inyecciones y periodo transcurrido entre dichas inyecciones (Harlow, 1988). La
obtenci&oacute;n de anticuerpos apropiados depende, en gran medida, del r&eacute;gimen de
inmunizaci&oacute;n elegido, y por tanto, de la determinaci&oacute;n de las caracter&iacute;sticas
concretas de cada uno de los factores citados.
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En general, en el proceso de inmunizaci&oacute;n hay que tener en cuenta varias
consideraciones:
a) Las inmunizaciones deben hacerse en animales tan alejados de la
escala evolutiva de la fuente del ant&iacute;geno como sea posible, con objeto
de asegurar una respuesta inmune activa y evitar fen&oacute;menos de
autotolerancia. Para el caso concreto de la producci&oacute;n de anticuerpos
policlonales (monoespec&iacute;ficos) suelen usarse conejos.
b) La maduraci&oacute;n del sistema inmune se alcanza a diferentes tiempos
postnatales, seg&uacute;n la especie animal. Los conejos son considerados
adultos a los 6 meses de vida.
c) Animales individuales, aun y cuando sean isog&eacute;nicos, pueden
introducir respuestas inmunes completamente diferentes frente a
preparaciones antig&eacute;nicas id&eacute;nticas. Adem&aacute;s, los animales de
laboratorio ocasionalmente pueden morir como consecuencia de la
manipulaci&oacute;n experimental, por lo que siempre es aconsejable
inmunizar a mas de un animal para cada tipo de ensayo.
3.3.2: Protocolos de inmunizaci&oacute;n
Obtenci&oacute;n de antisueros policlonales (monoespec&iacute;ficos) de conejo
Se inmunizan conejos usando las prote&iacute;nas recombinantes. Se siguen
protocolos est&aacute;ndar en los que se inyectan los al&eacute;rgenos, en adyuvante
completo de Freund, alternativamente por v&iacute;a subcut&aacute;nea e intramuscular
aproximadamente cada 15 d&iacute;as. La &uacute;ltima recolecci&oacute;n de sangre se hace a los
80 d&iacute;as de la primera inmunizaci&oacute;n. El t&iacute;tulo de anticuerpo y su especificidad
se analizan mediante t&eacute;cnicas de ELISA e Inmunotransferencia.
El protocolo fue desarrollado tal y como indica en la Facultad de Farmacia de
la Universidad del Pa&iacute;s Vasco en Vitoria.
La cantidad necesaria por inyecci&oacute;n fu&eacute; de 20-100 &micro;g de Alt a 1
D&iacute;a
Inyecci&oacute;n
Sangrado
0
1&ordf;
14
28
2&ordf;
3&ordf;
Preinmune
38
4&ordf;
2 mL
6
66
80
2+20 mL 60 mL
4. CARACTERIZACION Y COMPORTAMIENTO DEL ALERGENO MAYOR
NATIVO Alt a 1
Para constatar las caracter&iacute;sticas del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 nativo, se
estableci&oacute; la definici&oacute;n de la denominada “huella pept&iacute;dica” mediante la
t&eacute;cnica de espectometr&iacute;a de masas y Malditof. Tof mediante espectometr&iacute;a de
masa:masa, a f&iacute;n de comprobar su similaridad con las definidas en los bancos
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de datos de prote&iacute;nas. Ambas t&eacute;cnicas fueron realizadas en el servicio de
Prote&oacute;mica de la Universidad Complutense de Madrid.
El comportamiento, en cuanto a su capacidad fijadora de Ig E se refiere, del
al&eacute;rgeno mayor nativo Alt a 1 obtenido, se evalu&oacute; con al&eacute;rgenos recombinantes
(rAlt a 1) comparativamente, mediante el empleo de t&eacute;cnicas de
inmunotransferencia, que aportaron adem&aacute;s datos de sus caracter&iacute;sticas
f&iacute;sicas (pesos moleculares en la separaci&oacute;n previa electrofor&eacute;tica en geles SDS
PAGE) (Laemmli, 1970; Towbin y cols., 1979) y mediante t&eacute;cnicas de ELISA
con el al&eacute;rgeno Alt a 1 sin desnaturalizar.
Para desarrollar las t&eacute;cnicas anteriormente descritas se emplearon sueros
humanos con un t&iacute;tulo clase &gt;2 (Phadia) de Ig E espec&iacute;fica de Alternaria
alternata adquiridos a Plasmalab (USA) y de los anticuerpos policlonales en
conejo monoespec&iacute;ficos frente a Alt a 1, generados en la Universidad del Pa&iacute;s
Vasco.
4.1: Cuantificaci&oacute;n de al&eacute;rgenos mayores
En la actualidad existen pocos kits comerciales para la cuantificaci&oacute;n de
al&eacute;rgenos mayores. La metodolog&iacute;a m&aacute;s empleada para dicha cuantificaci&oacute;n es
el doble s&aacute;ndwich ELISA (Chapman y cols., 1987; Fahlbusch y cols., 1994;
Vailes y cols., 2001). El m&eacute;todo consiste en la uni&oacute;n de uno o varios
anticuerpos para la captura del al&eacute;rgeno, con lo que se evitan posibles
cambios conformacionales que pueden originarse con la uni&oacute;n directa de la
prote&iacute;na a la fase s&oacute;lida. El uso de anticuerpos monoclonales para la
realizaci&oacute;n de esta t&eacute;cnica genera cierta controversia, dado que si usamos s&oacute;lo
uno, que reconozca un &uacute;nico epitopo, la especificidad puede ser excesiva y
s&oacute;lo reconocer ciertas variantes alerg&eacute;nicas (Aalberse y van Ree, 2000). Esta
disyuntiva se resuelve si se utilizan ‘pools’ de anticuerpos monoclonales o
antisueros policlonales suficientemente espec&iacute;ficos. El siguiente paso
consistir&iacute;a en marcar las inmunoglobulinas utilizadas para la parte superior
del s&aacute;ndwich con biotina, por ejemplo: Se utiliz&oacute; la EZ-Link™ BiotinHydrazide, de la casa comercial Pierce, que puede biotinilar inmunoglobulinas
por sus residuos glic&iacute;dicos para la retenci&oacute;n total de la actividad inmunol&oacute;gica
(O'Shannessy y cols., 1984).
El proceso se complementa con un paso adicional de estreptavidinaperoxidasa y revelado colorim&eacute;trico con sustratos de este enzima (ABTS &oacute;
TMB).
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4.1.1: ELISA (Enzyme Linked Inmuno-Sorbent Assay)
4.1.1.1: Fundamento te&oacute;rico
Los enzimoinmunoensayos (EIA) son t&eacute;cnicas inmunol&oacute;gicas que emplean
reacciones ant&iacute;geno anticuerpo en las que el marcaje de los mismos se realiza
con enzimas. As&iacute;, a la reacci&oacute;n inmune sigue una reacci&oacute;n indicadora
(normalmente con aparici&oacute;n de color) en la que se determina fotom&eacute;tricamente
la actividad del enzima marcador.
El ELISA es un tipo de enzimoinmunoensayo heterog&eacute;neo [la actividad del
enzima es la misma tanto si esta formando parte del complejo ant&iacute;genoanticuerpo (Ag-Ac, inmunocomplejo) como si no], en el que la aparici&oacute;n de las
dos fracciones se consigue gracias al uso de soportes s&oacute;lidos a los cuales se
adhiere el complejo Ag-Ac, elimin&aacute;ndose el reactivo marcado libre mediante
lavados.
En el ELISA convencional el enzima (peroxidasa de r&aacute;bano HRP) se encuentra
conjugado a un anticuerpo que reconoce a toda inmunoglobulina de unas
caracter&iacute;sticas determinadas, que a su vez se ha unido a una placa de
microtitulaci&oacute;n.
4.1.1.2: Cuantificaci&oacute;n de Alt a1. ELISA doble s&aacute;ndwich
a) El al&eacute;rgeno Alt a 1 que se utiliza como patr&oacute;n o recta de calibraci&oacute;n se
encuentra almacenado como soluci&oacute;n stock a 0.2 mg/mL en PBS +
Thimerosal (0,02%). Los anticuerpos que se usan en esta determinaci&oacute;n
son policlonales monoespecificos de conejo anti Alt a 1.
b) Las placas microtitter de poliestireno de 96 pocillos (placa de fondo
plano Planounion alta [Tipo I] de poliestireno; COSTAR 15.9018), se
activan con 100 &micro;L de una soluci&oacute;n de anticuerpo, IgG anti Alt a 1 de
conejo purificada por una columna de prote&iacute;na A, a 2 &micro;g/mL en tamp&oacute;n
carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9.6, doce horas a 4&ordm;C. Corresponde
a una diluci&oacute;n 1/100 del stock de anticuerpo (por ejemplo, 100 &micro;L en
10 mL). Por lo tanto, la concentraci&oacute;n de IgG por pocillo ser&aacute; de (0,2 &micro;g
= 200 ng).
c) Tras la incubaci&oacute;n de 12 horas, los pocillos se lavan 3 veces con PBSTween 0,05%, pH 7.4 (200 &micro;L/pocillo) y se secan sacudiendo la placa
contra un pliego de papel de celulosa.
d) Las placas se incuban durante una hora con 200 &micro;L de BSA al 1% en
PBS-T al 0.05% a temperatura ambiente.
e) Los pocillos se lavan 3 veces con PBS-Tween 0,05%, pH 7.4 (200
&micro;L/pocillo) y se secan sacudiendo la placa contra un pliego de papel de
celulosa.
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f)
A cada pocillo se le a&ntilde;aden 50 &micro;L de muestra de al&eacute;rgeno diluido y se
incuban durante una hora. Se emplea Alt a 1 (vial etiquetado como Alt
a 1 est&aacute;ndar de 10 &micro;g/mL, de forma que la curva control se encuentre
en un rango de concentraci&oacute;n que empieza en 25 ng/mL (1/400 en
diluci&oacute;n del stock), hasta aproximadamente 0.5 ng/mL de Alt a 1 de la
siguiente manera:
f.1) La primera diluci&oacute;n (400 &micro;L totales) se mezcla bien y se transfieren
200 &micro;L de &eacute;sta primera a trav&eacute;s de una serie de tubos Eppendorf que
contienen 200 &micro;L de BSA al 1% en PBS-T al 0.05% para realizar
diluciones seriadas. Se utilizan 50 &micro;L por pocillo para un total de 3
r&eacute;plicas para cada diluci&oacute;n (es decir, empleamos un total de 150 &micro;L).
Los pocillos control o blanco deben incubarse solamente 1% de BSA en
PBS-T al 0.05% (soluci&oacute;n de bloqueo).
f.2) La muestra problema se prepara en diluciones, empezando por 1:1000
y hasta 1:16000, por ejemplo, para que previsiblemente tengan
concentraciones del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1, que se encuentren dentro
de la curva patr&oacute;n (es decir, por debajo de 25 ng/mL y por encima de
los 0.5 ng/mL). Obviamente estas diluciones de la muestra problema
son puramente emp&iacute;ricas, y es posible que haya que repetir el
experimento con diluciones mayores o menores que nos sirvan para
realizar una estimaci&oacute;n certera del al&eacute;rgeno que pretendemos
cuantificar (Alt a 1 en este caso).
g) Los pocillos se lavan 3 veces con 200 &micro;L/pocillo de PBS-T al 0.05% y se
secan sacudiendo la placa contra un pliego de papel de celulosa.
h) La placa se incuba durante una hora a temperatura ambiente con 50
&micro;L de anticuerpo policlonal biotinilado (vial etiquetado como Ab anti Alt
a 1 biotin) a una diluci&oacute;n 1/1000 en BSA al 1% en PBS-T al 0.05%.
Este anticuerpo se utiliza como parte superior del “s&aacute;ndwich”.
i)
Los pocillos se lavan 3 veces con 200 &micro;L/pocillo de PBS-T 0.05 % y se
secan sacudiendo la placa contra un pliego de papel de celulosa.
j)
Se incuban a continuaci&oacute;n con 100 &micro;L de una diluci&oacute;n 1/1000 de
Estreptavidin-peroxidasa (Sigma S5512. Los 0,25 mg que contiene el
vial se reconstituyen en 1 mL de agua destilada), durante 30 minutos a
temperatura ambiente La diluci&oacute;n de la Estreptavidina-peroxidasa se
recomienda hacerla en 1% de BSA en PBS-T al 0.05%.
k) Se lavan los pocillos 3 veces con 200 &micro;L/pocillo con PBS-T al 0.05% y
se secan sacudiendo la placa contra un pliego de papel de celulosa.
l)
A cada pocillo se le a&ntilde;aden 100 &micro;Lde TMB (3,3’,5,5’Tetramethylbenzidine liquid substrate system supersensitive; Sigma T
4444, normalmente diluido 1:1 con H2O). La reacci&oacute;n de color azulado
se mide a 650 nm, pero si se a&ntilde;ade un volumen igual de &aacute;cido sulf&uacute;rico
2 N la reacci&oacute;n colorim&eacute;trica se para y el color vira a amarillo. La
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lectura entonces de los valores de absorbancia de la reacci&oacute;n ya parada
(amarillo) se consigue en una longitud de onda de 450 nm, y los valores
son siempre superiores a los de la reacci&oacute;n de la soluci&oacute;n de TMB sin
detener.
m) Las absorbancias de cada pocillo fueron obtenidas tras la lectura de la
placa en un lector Multiskan Acent V1.23.
Las lecturas de absorbancia son directamente proporcionales a la
cantidad de Alt a 1 unido, y los valores se extrapolan de la respectiva
curva patr&oacute;n.
4.1.1.3:
ELISA directo: Alt a 1.
a) El al&eacute;rgeno en fase s&oacute;lida lo constituye un anticuerpo anti Alt a 1 que
se encuentra acoplado a una placa microtitter de poliestireno de 96
pocillos (placa de fondo plano Planounion alta [Tipo I] de poliestireno;
COSTAR 15.9018. a una concentraci&oacute;n de 200 ng/pocillo.
b) La placa se mantiene incubando 12 horas a 4&ordm;C.
c) A cada pocillo se le a&ntilde;aden 100 &micro;L de una soluci&oacute;n de bloqueo formada
por BSA 1% PBS-Tween 0,05% y se mantiene dicha soluci&oacute;n durante 1
hora.
d) El al&eacute;rgeno Alta 1 se coloca en los pocillos de la placa siguiendo un
dise&ntilde;o. Se realizan dos replicas por cada suero (paciente sensible a
Alternaria alternata con una clase ≥3) y cuatro replicas para el “pool” de
estos sueros. La cantidad que se coloca en cada pocillo de Alta 1 y se
establece en 25 ng. La placa se mantiene en agitaci&oacute;n orbital a
temperatura ambiente durante una hora.
e) Tras 3 lavados con PBS-Tween 0.05% y el secado correspondiente, se
colocan 50 &micro;L/pocillo del suero correspondiente a cada paciente por
cada 2 pocillos, y se mantienen en agitaci&oacute;n durante una hora a
temperatura ambiente.
f)
Tras el lavado por 3 veces de cada pocillo con PBS-Tween 0,05%, se
seca la placa y se procede a la adici&oacute;n de 50 &micro;L de una anti IgE humana
obtenida en cabra (Biosource cat. AHI0501) a una diluci&oacute;n 1:2000, en
soluci&oacute;n de bloqueo durante una hora a temperatura ambiente
g) Tras el nuevos lavados con PBS-Tween 0,05%, se procede a la adici&oacute;n
de 50 &micro;Lde una anti IgG de cabra biotinilada a una diluci&oacute;n 1:5000
(Jackson ImmunoResearch; cat. 705-065-147) en soluci&oacute;n de bloqueo
durante tambi&eacute;n 1 hora a temperatura ambiente.
h) Tras lavados posteriores y adici&oacute;n de una diluci&oacute;n 1:1000 de
Estreptavidina-peroxidasa (Sigma cat. S5512) en soluci&oacute;n de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente.
59
Materiales y M&eacute;todos
i)
Finalmente se lav&oacute; la placa con 100 &micro;L y se revel&oacute; 100 &micro;L de TMB
(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine liquid substrate system supersensitive;
Sigma T 4444, normalmente diluido 1:1 con H2O). La reacci&oacute;n de color
azulado se mide a 650 nm, pero si se a&ntilde;ade un volumen igual de &aacute;cido
sulf&uacute;rico 2 N la reacci&oacute;n colorim&eacute;trica se para y el color vira a amarillo.
La lectura entonces de los valores de absorbancia de la reacci&oacute;n ya
parada (amarillo) se consigue en una longitud de onda de 450 nm,
siendo los valores son siempre superiores a los de la reacci&oacute;n de la
soluci&oacute;n de TMB sin detener.
j)
Las absorbancias de cada pocillo fue obtenida tras la lectura de la placa
en un lector Multiskan Acent V1.23.
4.1.1.4:
ELISA inhibici&oacute;n Alternaria
a) El al&eacute;rgeno en fase s&oacute;lida lo constituyen los componentes del extracto
de Alternaria alternata, que se encuentran acoplados a placas
microtitter de poliestireno de 96 pocillos (placa de fondo plano
Planounion alta [Tipo I] de poliestireno; COSTAR 15.9018. a una
concentraci&oacute;n de 250 &micro;g/mL. La placa se mantiene incubando durante
doce horas a 4&ordm;C.
b) Tras la incubaci&oacute;n se elimina el contenido y se realizan 3 lavados con
PBS-Tween 0,05%
c) Los al&eacute;rgenos inhibidores en fase l&iacute;quida, lo constituyen los
componentes del extracto de Alternaria alternata, Alt a 1 . Como
control negativo se utiliz&oacute; el tamp&oacute;n de incubaci&oacute;n.
d) Los sueros empleados corresponden a pacientes con IgE espec&iacute;fica a
Alternaria alternata y con una clase ≥3
e) El m&eacute;todo consiste en la preparaci&oacute;n de una bater&iacute;a de diferentes
concentraciones de las soluciones de los al&eacute;rgenos inhibidores en
tamp&oacute;n de incubaci&oacute;n, sobre el siguiente banco:
Alternaria alternata: 10000, 3330, 1110, 370,123, 41, 13.7, 4.6 &micro;g/mL
Alt a 1 : 10, 3.33, 1.11, 0.37, 0.041, 0.0137, 0.0046 &micro;g/mL
f)
A cada tubo se a&ntilde;aden 200 &micro;L de suero, 200 &micro;L de cada una de las
concentraciones del al&eacute;rgeno inhibidor, excepto en un tubo, en el que
s&oacute;lo se a&ntilde;aden 200 &micro;L del tamp&oacute;n de incubaci&oacute;n y 200 &micro;L de BSA que
corresponde al 100% de uni&oacute;n (0% de inhibici&oacute;n)
g) Los tubos una vez tapados son preincubados a temperatura ambiente
durante tres horas y en agitaci&oacute;n orbital.
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h) A cada pocillo se le a&ntilde;aden 100 &micro;L de una soluci&oacute;n de bloqueo formada
por BSA 1% PBS-Tween 0,05% y se mantienen con dicha soluci&oacute;n
durante una hora.
i)
Tras tres horas de preincubaci&oacute;n se pusieron en cada uno de los
pocillos seleccionados, el contenido de los tubos con la fase inhibidora a
las diferentes concentraciones, y se mantiene la placa en agitaci&oacute;n
durante dos horas a temperatura ambiente.
j)
Tras el lavado por 3 veces de cada pocillo con PBS-Tween 0,05%, se
seco la placa y se procedi&oacute; a la adici&oacute;n de 50 &micro;L de una anti IgE
humana obtenida en cabra (Biosource cat. AHI0501) a una diluci&oacute;n
1:2000, en soluci&oacute;n de bloqueo durante una hora a temperatura
ambiente.
k) Tras 3 nuevos lavados con PBS-Tween 0,05%, se procedi&oacute; a la adici&oacute;n
de 50 &micro;L de una anti IgG de cabra biotinilada a una diluci&oacute;n 1:5000
(Jackson ImmunoResearch; cat. 705-065-147) en soluci&oacute;n de bloqueo
durante tambi&eacute;n 1 hora a temperatura ambiente.
l)
Tras un lavado posterior y la adici&oacute;n de una diluci&oacute;n 1:1000 de
estreptavidina-peroxidasa (Sigma cat. S5512) en soluci&oacute;n de bloqueo, se
mantiene durante una hora a temperatura ambiente.
m) Finalmente se lav&oacute; la placa con 100 &micro;L y se revel&oacute; 100 &micro;L de TMB
(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine liquid substrate system supersensitive;
Sigma T 4444, normalmente diluido 1:1 con H2O). La reacci&oacute;n de color
azulado se mide a 650 nm, pero si se a&ntilde;ade un volumen igual de &aacute;cido
sulf&uacute;rico 2 N la reacci&oacute;n colorim&eacute;trica se para y el color vira a amarillo.
La lectura entonces de los valores de absorbancia de la reacci&oacute;n ya
parada (amarillo) se consigue en una longitud de onda de 450 nm, y los
valores son siempre superiores a los de la reacci&oacute;n de la soluci&oacute;n de
TMB sin detener.
n) Las absorbancias de cada pocillo fue obtenida tras la lectura de la placa
en un lector Multiskan Acent V1.23.
La recta obtenida con los porcentajes de inhibici&oacute;n de las cinco
concentraciones del inhibidor empleadas, se calcula seg&uacute;n la siguiente
f&oacute;rmula:
100 – (100 x absorbancia muestra problema/absorbancia muestra BSA)
Una vez obtenida la recta de inhibici&oacute;n, se procede al c&aacute;lculo de la
concentraci&oacute;n del al&eacute;rgeno inhibidor, que produce un 50% de inhibici&oacute;n.
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4.1.1.5: Cuantificaci&oacute;n de los niveles de Ig E espec&iacute;fica
Se realiz&oacute; mediante la t&eacute;cnica de FEIA de acuerdo a su protocolo empleando
reactivos Phadia para la cuantificaci&oacute;n de Ig E espec&iacute;fica frente a Alternaria
alternata y el al&eacute;rgeno mayor rAlt a 1.
La lectura se realiz&oacute; en un fluor&iacute;metro (FluoroCount 96) a 450 nm. Los
resultados se expresan en unidades kU/L (kilo unidades/L) o Clases (1 – 5),
seg&uacute;n una curva de referencia obtenida con los est&aacute;ndares del fabricante
Phadia, tal como se expresa a continuaci&oacute;n.
Suero de referencia KU / L
Clase
Nivel de IgE espec&iacute;fica
A
B
C
D
E
5
4
3
2
1
Muy alto
Alto
Moderado
Bajo
No detectable
50 – 100
17.5 – 50
3.5 – 17.5
0.7 – 3.5
0.35 – 0.7
Tabla 7: Niveles de Ig E espec&iacute;fica y clases
5: ESTANDARIZACION BIOLOGICA
5.1: Eficacia diagn&oacute;stica
El extracto completo de Alternaria alternata y el al&eacute;rgeno purificado Alt a 1 se
valorar&oacute;n biol&oacute;gicamente, mediante el estudio de su reactividad cut&aacute;nea en
pacientes sensibilizados, de acuerdo al m&eacute;todo propuesto por Aas (Aas, 1978)
y modificado por Malling (Malling, 1987) y siempre de acuerdo con las
premisas recogidas en el estudio metodol&oacute;gico de Dreborg (Dreborg, 1984) y
que en su conjunto se encuentran publicadas en la EMEA en su reciente
“Guideline on Allergen Products: Production and Quality Issues”
(EMEACHMP/BWP/304831/2007) que regula en la CEE &eacute;ste tipo de
productos.
La composici&oacute;n cuali-cuantitativa del extracto de Alternaria alternata y el de
Alt a1 se establecieron mediante t&eacute;cnicas inmunoqu&iacute;micas (ELISA Doble
S&aacute;ndwich), electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfatos&oacute;dico
(SDS-PAGE)
y
posterior
inmunodetecci&oacute;n
(Immunoblotting), utilizando sueros de los pacientes sensibilizados.
La potencia alerg&eacute;nica se estableci&oacute; mediante la t&eacute;cnica de RAST Inhibici&oacute;n
estableci&eacute;ndose el valor Ag50; como la concentraci&oacute;n de extracto de Alternaria
alternata y de su al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 que inducen un 50% de inhibici&oacute;n del
RAST; no existiendo en la actualidad un est&aacute;ndar internacional o de referencia
admitido para &eacute;ste tipo de extracto.
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5.2: Pruebas cut&aacute;neas
Se realizaron seg&uacute;n el procedimiento descrito por Osterballe (Osterballe,
1979), en el que la punci&oacute;n se realiza con la lanceta en un &aacute;ngulo de 90&ordm; con
la superficie cut&aacute;nea y a trav&eacute;s de la gota de la soluci&oacute;n de extracto
diagn&oacute;stico o del control positivo de clorhidrato de histamina 10 mg/mL; 54.3
mM/L. El contorno de las p&aacute;pulas obtenidas fue marcado con un rotulador de
punta fina (Pilot V5) y transferido mediante una cinta adhesiva transparente a
un papel milimetrado para el c&aacute;lculo de las &aacute;reas por planimetr&iacute;a, mediante
un programa espec&iacute;fico (AUTOCAD), que expresa las superficies en mm2.
Los al&eacute;rgenos empleados en las pruebas cut&aacute;neas de Alternaria alternata y de
su al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 fueron previamente definidos en su valor HEP y
ajustados en su concentraci&oacute;n a un valor de 2 HEP para poder cumplir con los
objetivos del estudio epidemiol&oacute;gico y de rentabilidad cl&iacute;nica de uso del
al&eacute;rgeno mayor Alt a 1.
Las pruebas se realizaron en la cara anterior del antebrazo, por duplicado y
disponi&eacute;ndose en l&iacute;nea, con una separaci&oacute;n de 3 cm. y desde 3 cm. debajo de
la zona de flexi&oacute;n del codo, hasta 5 cm. antes de la zona de flexi&oacute;n de la
mu&ntilde;eca. En el antebrazo opuesto y por duplicado y en sentido inverso se
realizaron las pruebas de las cuatro diluciones m&aacute;s el control positivo de
histamina.
Ning&uacute;n paciente recibi&oacute; medicaci&oacute;n de interferencia con la sensibilidad
cut&aacute;nea.
Se estableci&oacute; un valor positivo de la prueba cut&aacute;nea, cuando el di&aacute;metro
mayor de la p&aacute;pula obtenida en cada una de las pruebas se mostr&oacute; ≥ 3 mm.
6. PACIENTES
Los pacientes fueron seleccionados aleatoria y prospectivamente en nuestro
Servicio de Alergia sobre los siguientes criterios:
- Residir en la isla de Gran Canaria
- Padecer asma y/o rinitis al&eacute;rgica al menos de 1 a&ntilde;o de evoluci&oacute;n
- No haber recibido medicaci&oacute;n sintom&aacute;tica o preventiva, al menos un mes
antes de ser sometidos a las pruebas cut&aacute;neas, que pudiera interferir con los
resultados de la prueba cut&aacute;nea.
- Presentar una prueba cut&aacute;nea positiva (&gt; 3 mm de p&aacute;pula) por prick test y
un nivel de Ig E espec&iacute;fica positivo (&gt; Clase 2. Phadia)
- Ausencia de enfermedad importante
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7. TOXICIDAD
El apartado de toxicidad para el al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 de Alternaria alternata,
fue evaluado en los apartados que corresponden a su uso diagn&oacute;stico
mediante pruebas cut&aacute;neas conforme a lo expresado en Farmacopea Europea
y RD 288/1991.
7.1: Toxicidad anormal en rat&oacute;n por v&iacute;a intraperitoneal
Se ensay&oacute; la toxicidad del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 en ratas y ratones Wistar en
grupos paralelos de 5 animales inyectados intraperitonealmente en dosis
&uacute;nica, con un volumen de soluci&oacute;n salina fisiol&oacute;gica conteniendo Alt a 1 a una
concentraci&oacute;n de 0.125 mcg/100 g de peso corporal del animal en uno de los
grupos de 5 animales y en el mismo volumen se inyect&oacute; intraperitonealmente
soluci&oacute;n salina fisiol&oacute;gica.
Tras el periodo de observaci&oacute;n de 7 d&iacute;as, los animales son observados para
evaluar posibles signos cl&iacute;nicos y variaciones de peso corporal significativas de
toxicidad. Tras el sacrificio de los animales se estudian las necropsias en
&oacute;rganos como cerebro, ri&ntilde;ones, coraz&oacute;n, bazo, h&iacute;gado, peritoneo y n&oacute;dulos
linf&aacute;ticos para eval&uacute;ar signos de toxicidad.
7.2: Capacidad irritante no espec&iacute;fica en rata
Se ensay&oacute; la toxicidad del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 en ratones hembra Wistar en
grupos paralelos de 5 animales inyectados subcut&aacute;neamente en dosis &uacute;nica,
con un volumen de soluci&oacute;n salina fisiol&oacute;gica conteniendo Alt a 1 a una
concentraci&oacute;n de 0.125 mcg/100 de peso corporal del animal en uno de los
grupos de 5 animales y en el mismo volumen se inyect&oacute; subcut&aacute;neamente
soluci&oacute;n salina fisiol&oacute;gica.
Tras el periodo de observaci&oacute;n de 7 d&iacute;as, los animales son observados para
evaluar posibles signos cl&iacute;nicos y variaciones de peso corporal significativas de
toxicidad. La evaluaci&oacute;n del da&ntilde;o d&eacute;rmico se realiz&oacute; de acuerdo a la Gu&iacute;a 404
de la OCDE.
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1. PROCEDIMIENTO DE PURIFICACION DE Alt a 1
El procedimiento de purificaci&oacute;n de Alt a 1 dise&ntilde;ado se estableci&oacute; de
acuerdo al siguiente esquema, partiendo del extracto alerg&eacute;nico completo:
Extracto Alternaria alternata
Cromatograf&iacute;a de intercambio ani&oacute;nico
Fracci&oacute;n NO UNIDA
-24 h
-T. Bis-tris pH 6.5
-Control: SDS-PAGE. Cromatograma
Fracci&oacute;n UNIDA (Alt a 1)
Intercambio de tamp&oacute;n mediante
columnas de desalaci&oacute;n
Cromatograf&iacute;a de intercambio cati&oacute;nico
Fracci&oacute;n NO UNIDA (Alt a 1)
Intercambio de tamp&oacute;n mediante
columnas de desalaci&oacute;n
-48 h columna
-T. Acetato s&oacute;dico pH 5.2
-Control: SDS-PAGE
Cromatograma
Fracci&oacute;n UNIDA
-Control: SDS-PAGE
Cromatograma
Adici&oacute;n NH4HCO3, congelaci&oacute;n -20&ordm; C
Cromatograf&iacute;a Gel Filtraci&oacute;n
(congelaci&oacute;n de pool s a -20&ordm; C)
Filtraci&oacute;n Esterilizante
-14 d&iacute;as.
-T. bicarbonato am&oacute;nico
-Control: SDS-PAGE
Cromatograma
-Control ELISA Alt a 1
(cuantificaci&oacute;n)
Liofilizaci&oacute;n
Alt a 1
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El rendimiento del proceso se estableci&oacute; en un 30% de riqueza en la obtenci&oacute;n
del al&eacute;rgeno Alt a 1, sobre la base de masa liofilizada de extracto alerg&eacute;nico de
Alternaria alternata versus masa liofilizada de Alt a 1. Este rendimiento puede
considerarse m&aacute;s que aceptable sobre la consideraci&oacute;n de rendimientos de
purificaci&oacute;n de otros al&eacute;rgenos que se establecen en un rendimiento del 10%.
1.1: Cultivo de Alternaria alternata
El esquema de purificaci&oacute;n seguido, de acuerdo al protocolo anteriormente
expresado, parte de una materia prima Alternaria alternata (CBS 106-24)
cultivada en medio sint&eacute;tico (Czapec modificado) en matraces Fernbach de 1.8
L, conteniendo 700 mL de medio en condiciones de temperatura 25&ordm;C y
humedad relativa &gt; 45% durante 21 d&iacute;as.
Figura 13: Morfolog&iacute;a de cultivo
Con el fin de evaluar la selecci&oacute;n de la materia prima de partida para purificar
el al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 en su estado nativo, se seleccionaron 2 fuentes de
distinta procedencia (Allergon y Crystal). La potencia relativa de una fuente
frente a la otra se detecto mediante ELISA inhibici&oacute;n, observ&aacute;ndose, que el
extracto proteico de la fuente procedente de Allergon presentaba una potencia
relativa 6,32 veces mayor.
Allergon / Crystal
100,0
Porcentaje Inhibici&oacute;n
90,0
80,0
70,0
ALLERGON
CRYSTAL
Lineal (ALLERGON)
Lineal (CRYSTAL)
r:0.972
60,0
50,0
40,0
r:0.999
30,0
20,0
10,0
0,0
-1,5
-1,0
-0,5
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
Log [microg/ml]
Figura 14: Fuentes de mater&iacute;a prima
67
Resultados
Las Ag 50 de cada uno de los extractos obtenidos fu&eacute; de 1,58 y 10 &micro;g/mL ,
datos obtenidos por regresi&oacute;n lineal al extrapolar el 50 % de inhibici&oacute;n sobre
la concentraci&oacute;n que origina dicha inhibici&oacute;n.
1.2: Antigenograma del extracto de Alternaria alternata
El extracto alerg&eacute;nico obtenido a partir del cultivo de Alternaria alternata en
las condiciones de homogeneizaci&oacute;n y extracci&oacute;n hidrosoluble, fue sometido a
SDS PAGE para comprobar la presencia de prote&iacute;nas separadas por su peso
molecular en las condiciones descritas en el apartado de materiales y m&eacute;todos.
Con objeto de validar el proceso de extracci&oacute;n y t&eacute;cnica, se realizaron tres
lotes de extractos (calles 1, 2 y 3) y se ti&ntilde;eron con Comassie y plata:
Figura 15: antigenogramas de Alternaria alternata
La mayor intensidad de la banda inferior (en el entorno de los 15 kDa) se
establece como concordante con la que corresponder&iacute;a con el al&eacute;rgeno mayor
Alt a 1.
1.3: Alergograma del extracto de Alternaria alternata
La capacidad fijadora de Ig E espec&iacute;fica, se estableci&oacute; por immunoblotting,
mediante la incubaci&oacute;n con suero de clase &gt; 3 frente a Alternaria alternata en
las condiciones descritas en el apartado de materiales y m&eacute;todos y donde se
muestra la capacidad fijadora de las bandas te&ntilde;idas con Comassie y con el
mismo objetivo de validaci&oacute;n se corrieron tres lotes de extractos alerg&eacute;nicos
(calles 1, 2 y 3) de Alternaria alternata:
La mayor intensidad de capacidad fijadora
de Ig E se establece en el entorno del peso
mol&eacute;cular correspondiente al al&eacute;rgeno mayor
Alt a 1.
Figura 16: Alergograma de Alternaria
alternata
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1.4: Cromatograf&iacute;a de intercambio ani&oacute;nico
La primera etapa de la purificaci&oacute;n del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 de Alternaria
alternata, se estableci&oacute; mediante &eacute;ste tipo de cromatograf&iacute;a.
El cromatograma de la primera etapa de purificaci&oacute;n de Alt a 1 a partir de un
extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata, muestra que la fracci&oacute;n que
contiene Alt a 1 se eluye en el minuto 22.22.
En esta primera etapa de cromatograf&iacute;a el objetivo a conseguir fu&eacute; la
separaci&oacute;n de Alt a 1 de los contaminantes mayoritarios presentes en el
extracto, bas&aacute;ndose en la diferencia de pI.
El cromatograma muestra lo descrito anteriormente.
004 Alt a 00808 Q XL 200109:10_UV1_280nm
004 Alt a 00808 Q XL 200109:10_Logbook
004 Alt a 00808 Q XL 200109:10_Fractions
004 Alt a 00808 Q XL 200109:10_Cond
mAU
6.83
6.69
6.04
3500
3.74
3.51
8.27
8.06
4.89
3000
2500
Alt a 1
2000
22.22
1500
1000
19.57
28.92
500
0
F2
0.0
A1
A3
A2
5.0
A4
10.0
A5
A6 Waste
15.0
A8
A9
20.0
A10
A11
A12
B1
25.0
B2
B3
B4
B5
30.0
B6
B7
B8
B9 B10
35.0
Waste
min
Figura 17: Cromatograma de intercambio ani&oacute;nico y SDS PAGE de Alt a 1
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1.5: Cromatograf&iacute;a de intercambio cati&oacute;nico
Cromatograma de la segunda etapa de purificaci&oacute;n de Alt a 1 mediante
cromatograf&iacute;a de intercambio cati&oacute;nico. La fracci&oacute;n que contiene Alt a 1 se
eluye en el “flowthough” (No unido).
En esta segunda etapa de cromatograf&iacute;a el objetivo es la separaci&oacute;n de Alt a 1
de los contaminantes que no se separaron en la primera etapa de
cromatograf&iacute;a, bas&aacute;ndose en la diferencia de pI.
006 Alt a 00308 QXL SPFF 210109:10_UV2_220nm
006 Alt a 00308 QXL SPFF 210109:10_Cond
006 Alt a 00308 QXL SPFF 210109:10_Fractions
006 Alt a 00308 QXL SPFF 210109:10_UV1_280nm@01,BASEM
006 Alt a 00308 QXL SPFF 210109:10_Logbook
mAU
2500
2000
Alt a 1
1500
1000
500
0
F2
0.0
A1
A2
A3
5.0
A4
F2
10.0
A5
A6
15.0
A7
A8
20.0
A9
A10
25.0
A11
A12 Waste
30.0
Waste
35.0
min
Figura 18: Cromatograma de intercambio cati&oacute;nico y SDS PAGE de Alt a 1
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1.6: Cromatograf&iacute;a de gel filtraci&oacute;n
Cromatograma de la tercera etapa de purificaci&oacute;n de Alt a 1 mediante
cromatograf&iacute;a de de gel filtraci&oacute;n. La prote&iacute;na Alt a 1 purificada se eluye en el
minuto 66.73. En esta tercera etapa de cromatograf&iacute;a el objetivo es la
separaci&oacute;n de Alt a 1 mediante diferencia de pesos moleculares, para obtener
la prote&iacute;na purificada con un alto grado de pureza.
043 Alt a QXLSPFF ID090123F 110209:10_UV1_280nm
043 Alt a QXLSPFF ID090123F 110209:10_Inject
043 Alt a QXLSPFF ID090123F 110209:10_Cond
043 Alt a QXLSPFF ID090123F 110209:10_Logbook
043 Alt a QXLSPFF ID090123F 110209:10_Fractions
mAU
105.79
30.0
25.0
45.63
20.0
Alt a 1
15.0
65.73
110.61
10.0
115.39
119.25
93.79
5.0
78.13
142.83
-2.40
163.31
37.60
0.0
F2
0
A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10A11A12 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11B12 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
50
100
Waste
150
min
Figura 19: Cromatograma de gel filtraci&oacute;n y SDS PAGE de Alt a 1
1.7: Antigenograma y alergograma del al&eacute;rgeno Alt a 1
Las siguientes figuras muestran las electroforesis e immunoblotting del
al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 de Alternaria alternata purificado a partir de extractos
alerg&eacute;nicos mediante el procedimiento anteriormente expuesto:
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Figura 20: Tinciones con plata y Comassie del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1
Figura 21: Immunoblotting del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 que muestra la
fijaci&oacute;n de Ig E espec&iacute;fica a partir de sueros de pacientes sensibilizados a
Alternaria alternata.
Figura 22: Electroforesis bidimensional del al&eacute;rgeno Alt a 1 te&ntilde;ida con
plata
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1.8: Cuantificaci&oacute;n del peso molecular por espectrometr&iacute;a de masas del
al&eacute;rgeno Alt a 1
Gr&aacute;fico de espectrometr&iacute;a de masas, que permite la determinaci&oacute;n del peso
molecular del Alt a 1 purificado. El peso molecular de la prote&iacute;na se estableci&oacute;
en 29.1 kDa. El pico de 14.5 kDa corresponde a la doble carga de la prote&iacute;na.
(Nota: en este caso no se digiere la prote&iacute;na, porque el objetivo es determinar
el peso molecular en vez de identificaci&oacute;n de prote&iacute;nas)
Voyager Spec #1=&gt;SM5[BP = 3000.4, 7182]
29151.71
100
2667.8
90
29098.23
80
70
29067.57
29296.75
14569.42
Alt a 1
% Intensity
60
29383.30
50
29022.36
Doble carga
40
28929.57
30
20
14680.59
10
0
12000
17600
23200
28800
34400
40000
Mass (m/z)
Figura 23: Espectrometr&iacute;a de masas de Alt a 1
(Nota: en este caso no se digiri&oacute; la prote&iacute;na, porque el objetivo era determinar
el peso molecular en vez de la identificaci&oacute;n de la misma).
1.9: Caracterizaci&oacute;n del al&eacute;rgeno Alt a 1
La huella pept&iacute;dica obtenida por espectrometr&iacute;a de masas concluye que la
secuencia de Alt a 1 es coincidente con la P79085 (UniProt PDB) y el
Malditof.Tof revela que responde a la isoforma Alt a 1.0101 con un peso
molecular determinado en 17.254 D, coincidente an&aacute;logamente con el
preconizado por la IUIS.
2.TOXICIDAD DEL ALERGENO Alt a 1
Los ensayos de toxicidad anormal en grupos de ratones y ratas Wistar por
administraci&oacute;n intraperitoneal, conforme a Farmacopea, a dosis &uacute;nica de
0.125 mcg/100 g de peso corporal animal, no mostraron ning&uacute;n signo de
toxicidad (Documentos internos Diater MG/48/05 y MG/49/05).
En ensayo de capacidad irritante no espec&iacute;fica en grupos de ratas Wistar por
administraci&oacute;n subcut&aacute;nea a dosis de 0.125 mcg/100 g de peso corporal
animal, no mostraron signos relevantes de toxicidad (Documento interno
Diater MG/50/05).
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En ambos protocolos toxicol&oacute;gicos se ensay&oacute; como blanco soluci&oacute;n salina
fisiol&oacute;gica.
3. INMUNIZACION DE CONEJOS CON ALERGENO Alt a 1
Con el objetivo de obtener sueros policlonales monoespecificos del extracto
alerg&eacute;nico de Alternaria alternata y del al&eacute;rgeno Alt a 1, se inmunizaron
conejos usando ambos.
Para ello se siguieron protocolos est&aacute;ndar en los que se inyecta el al&eacute;rgeno, en
adyuvante completo de Freund, alternativamente por v&iacute;a subcut&aacute;nea e
intramuscular aproximadamente cada 15 d&iacute;as. La &uacute;ltima recolecci&oacute;n de
sangre se realiz&oacute; aproximadamente a los 80 d&iacute;as de la primera inmunizaci&oacute;n.
4. ESTUDIOS CON ANTISUEROS POLICLONALES MONOESPECIFICOS
El t&iacute;tulo de anticuerpo y su especificidad se analizaron mediante t&eacute;cnicas de
ELISA e immunoblotting. Se acoplaron el al&eacute;rgeno purificado Alt a 1 y el
extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata sobre una placa de microtitulaci&oacute;n
para comprobar el reconocimiento antig&eacute;nico de los mismos.
Tal y como muestra el immunoblotting con antisueros (preinmune e inmune)
el antisuero reconoce el al&eacute;rgeno Alt a 1 presente en el extracto de Alternaria
alternata (calle 1 Alt a 1 y calle 2 Alternaria alternata).
Figura 24: Especificidad de antisueros generados por Alt a 1.
La especificidad del antisuero se ensay&oacute; por ELISA e immunoblotting, no
observandose ning&uacute;n tipo de reactividad cruzada con extractos de otros
hongos: Alternaria alternata (calle 1) Penicillium notatum (calle 2), Aspergillus
fumigatus (calle 3), Cladosporium herbarum (calle 4), Stemphylium botryosum
(calle 5) y Candida albicans (calle 6), tal y como se muestra a continuaci&oacute;n y
que revela el reconocimiento del antisuero para la forma dimerica del Alt a 1,
con una masa molecular relativa de unos 30 kDa, y de la forma monomerica
de unos 17 kDa en el extracto de Alternaria alternata (calle 1) . En el resto de
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los extractos no se produjo ninguna fijaci&oacute;n al&eacute;rgeno
estableci&eacute;ndose as&iacute; la especificad del antisuero para el Alt a 1.
especifica,
Figura 25: Reactividades cruzadas entre extractos de hongos
El antisuero policlonal monoespecifico anti Alt a 1 es capaz de reconocer el
dimero de Alt a 1 del extracto de Alternaria alternata, con un peso molecular
de unos 30 kDa y el monomero de 15-17 kDa presente en el mismo (calle 1).
Adem&aacute;s, el reconocimiento de las prote&iacute;nas presentes en el extracto de
Alternaria alternata se pon&iacute;a de manifiesto mediante t&eacute;cnica ELISA, utilizando
para ello el antisuero anti-Alternaria alternata capaz de reconocer dichas
prote&iacute;nas. El uso de un control negativo (suero preinmune) revel&oacute; que sobre el
mismo extracto solamente el antisuero anti-Alternaria alternata era capaz de
reconocer las prote&iacute;nas del extracto
Antisueros Anti-Alt a Total y Control sobre Alt a Total
0,934
0,800
0,502
0,600
0,400
Absorbancia
0,656
0,200
0,004
a-Alt a Total
0,000
0,009
0,015
1:25000
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o
er
u
1:10000
es
Dilucion
1:5000
Figura 26: Especificidad del antisuero: Alternaria
De la misma manera el reconocimiento por &eacute;ste antisuero del al&eacute;rgeno Alt a 1
purificado se ensay&oacute; mostrando su especificidad y sensibilidad, tal como se
muestra a continuaci&oacute;n:
Antisueros Anti-Alt a Total y Control sobre Alt a 1 natural
0,248
0,091
0,100
Absorbancia
0,200
0,136
0,005
0,000
0,010
a-Alt a Total
0,020
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Figura 26: Especificidad del antisuero: Alt a 1
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5. ESTUDIOS CON SUEROS HUMANOS
5.1: Especificidad y sensibilidad del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1
El reconocimiento del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1, as&iacute; como de las prote&iacute;nas que
componen el extracto de Alternaria alternata, fue ensayado paralelamente
mediante el antisuero policlonal monoespec&iacute;fico anti Alt a 1 y por una mezcla
de sueros de pacientes al&eacute;rgicos al hongo (Clase &gt; 3), como control adicional
se incorpor&oacute; as&iacute; mismo un Alt a 1 recombinante.
El immunoblotting realizado mostr&oacute; que las masas moleculares relativas del
al&eacute;rgeno Alt a 1 purificado y el presente en el extracto alerg&eacute;nico de Alternaria
alternata son reconocidos por el antisuero espec&iacute;fico para el al&eacute;rgeno Alt a 1
de 15 kDa (calles 2 y 3). En el caso de la prote&iacute;na recombinante (calle 1), la
diferencia en la masa molecular relativa, estimada en el entorno de los 18
kDa, es debida a la cola adicional de 6 histidinas derivadas de su proceso de
obtenci&oacute;n. El “pool” de sueros de pacientes sensibilizados a Alternaria
alternata reconocen as&iacute; mismo el al&eacute;rgeno Alt a 1 tanto en su forma purificada
como recombinante (calles 1 y 2). En el caso del extracto alerg&eacute;nico de
Alternaria alternata (calle 3), se observan diferentes bandas que corresponden
al mosaico alerg&eacute;nico con masas moleculares diferentes, derivado de las
diferentes especificidades de los anticuerpos espec&iacute;ficos no solo de Alt a 1.
Figura 27: Inmunoblotting de formas recombinante y nativa de Alt a 1
5.2: Estudios de ELISA inhibici&oacute;n con sueros humanos
Una vez definida la especificidad y sensibilidad del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1, se
dise&ntilde;o un ensayo “in vitro” para determinar la capacidad de bloqueo de Ig E
espec&iacute;fica humana entre Alt a 1 y el extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata.
Figura 28: Cin&eacute;ticas de inhibici&oacute;n de Alternaria alternata y de Alt a 1
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De esta manera pudimos determinar que las curvas de inhibici&oacute;n tanto del
extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata, como del al&eacute;rgeno mayor purificado
Alt a 1, mostr&aacute;ndose un paralelismo entre las curvas, pero con una mayor
potencia para el al&eacute;rgeno Alt a 1, al establecerse una menor concentraci&oacute;n
para conseguir el 50% de inhibici&oacute;n.
6. PRUEBAS CUTANEAS
6.1: Estandarizaci&oacute;n biol&oacute;gica del al&eacute;rgeno Alt a 1 y del extracto
alerg&eacute;nico de Alternaria alternata
Para la realizaci&oacute;n de las pruebas cut&aacute;neas mediante prick test, se emple&oacute;
una concentraci&oacute;n de al&eacute;rgeno Alt a 1 de 1.5 mcg/mL y de 1.14 mg/mL del
extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata, ambas en una soluci&oacute;n glicero
salina al 50%.
La definici&oacute;n de la concentraci&oacute;n elegida se realiz&oacute; en base a estudios previos
que demuestran que ambas concentraciones corresponden al denominado
valor HEP, establecido mediante el c&aacute;lculo de la media geom&eacute;trica de las &aacute;reas
de p&aacute;pulas en relaci&oacute;n con la media geom&eacute;trica de las &aacute;reas de p&aacute;pula
obtenida por la histamina. De esta manera se aplico la equivalencia siguiente:
10.000 UB = 1HEP
De esta forma 10.000 unidades biol&oacute;gicas se corresponden con 1 unidad HEP
(Histamin Equivalent Prick), es decir que el &aacute;rea de papula generada por la
histamina a 10 mg/mL se corresponde con el &aacute;rea de papula generada por el
extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata a 1,14 mg/mL, y con el &aacute;rea de
p&aacute;pula generada por el extracto de Alt a 1 a 1.5 &micro;g/mL.
area papula (mm2)
Estandarizaci&oacute;n biologica
Alternaria alternata total vs nAlt a 1
55,00
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Lineal (Alternaria
alternata)
Lineal (nAlt a 1)
-2
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0
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1,14 mg/mL 1,5 mcg/mL
1
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Figura 29: Estandarizaci&oacute;n biol&oacute;gica de Alt a 1
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7. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE INCIDENCIA
Para establecer el estudio epidemiol&oacute;gico y la rentabilidad cl&iacute;nica diagn&oacute;stica
del diagn&oacute;stico con Alt a 1 se tabularon y codificaron los datos de acuerdo a
las variables estudiadas y que se definen a continuaci&oacute;n:
Variables codificadas:
-
Sexo:
1=hombre
2=mujer
-
Antecedentes familiares atopia:
1=padre
2=madre
3=Ambos
4=ninguno
5=hermanos
-
Sensibilidad extractos alerg&eacute;nicos:
1=negativo
2=positivo
-
Concordancia con CAP:
1=No
2=si
-
S&iacute;ntomas:
1=Rinitis
2=Asma
3=RAM*
4=RAL**
5=DA***
6=Urticaria
7=Otros
8=Rinitis+Asma
9=Rinitis+Asma+RAL
10=Rinitis+Urticaria
11=Rinitis+DA
12=Rinitis+Asma*RAM
13=Rinitis+RAL
-
Cap positivo:
1=si es positivo
2=si no es positivo
*RAM: Reacciones al&eacute;rgicas a medicamentos
**RAL: Reacciones al&eacute;rgicas a alimentos
***DA: Dermatitis at&oacute;pica
nd: no detectables
ND: no definidos o indeterminados
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El siguiente cuadro muestra la tabulaci&oacute;n de los resultados obtenidos en las
pruebas cut&aacute;neas y en los t&iacute;tulos de Ig espec&iacute;fica (clases) frente a extractos de
Alternaria alternata y a su al&eacute;rgeno mayor Alt a 1:
Paciente
RB:1
RP:2
PM:3
LA:4
EF:5
MC:6
AM:7
DH:8
KM:9
RP:10
IV:11
MG:12
DT:13
FV:14
NI:15
BI:16
TR:17
MM:18
MR:19
MS:20
JP:21
AM:22
SR:23
GL:24
DN:25
IG:26
TM:27
NC:28
Edad
16
37
39
34
19
39
29
53
16
39
30
36
27
22
17
5
24
12
19
37
7
19
16
42
27
48
43
20
Sexo
1
1
2
2
1
2
1
2
1
2
2
2
2
1
2
2
2
1
2
1
1
1
2
2
1
2
2
2
Alternaria*
38.05
Negativo
Negativo
Negativo
67.74
0.56
18.12
Negativo
19.24
2.92
22.28
22
23.55
37.25
31.45
Negativo
54,34
23.91
24,84
22.17
17.54
6.56
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Alt a 1*
84.65
Negativo
Negativo
3.99
23.54
Negativo
19.99
Negativo
19.07
7.41
24.78
9.11
16,85
30.83
24.08
Negativo
33.63
7.35
16.11
Negativo
Negativo
4.2
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Histamina*
32.52
32.8
11.32
4.7
25.09
22.38
11.27
22.39
18.35
18.3
21.6
20.07
50.8
32.08
30.77
17.38
46.11
30.38
17.46
14.11
24.5
27.01
20.64
26.06
26.93
18,5
24.84
30.2
IgE concord.
2
2
2
2
2
2
2
2
nd
nd
2
nd
1
1
1
nd
1
1
1
1
nd
1
2
2
2
1
2
2
S&iacute;ntomas
ND
8
ND
9
ND
ND
8
ND
ND
2
ND
6
1
ND
1
ND
8
8
1
10
8
nd
11
12
8
1
13
12
Tabla 8: Tabulaci&oacute;n de pacientes por edad sexo y criterios de positividad
“in vivo” mediante prick test e “in vitro”.
*Los valores de Alternaria, Alt a 1 y el control positivo de histamina se
muestran en &aacute;rea de p&aacute;pulas expresadas en mm2.
De forma an&aacute;loga se establecieron los resultados con la bater&iacute;a de al&eacute;rgenos
est&aacute;ndar, tabulados sobre los mimos pacientes y expresando as&iacute; mismo los
antecedentes at&oacute;picos declarados en la historia cl&iacute;nica:
Dp: &aacute;caros Dermatophagoides pteronyssinus
Df: &aacute;caros Dermatophagoides farinae
Bl: &aacute;caros Blomia
Le: &aacute;caros Lepydoglyphus
Clave:
Ty: &aacute;caros Tirophagus
1: Negativo
Ep: Epitelio de perro
2: Positivo
Eg: Epitelio de gato
Lo: p&oacute;len de gram&iacute;neas Lolium perenne
Ar: p&oacute;len de malezas Artemisia vulgaris
Ol: p&oacute;len de &aacute;rboles Olea europaea
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Paciente
Antecedentes
Dp
Df
Bl
Le
Ty
Ep
Eg
Lo
Ar
Ol
RB:1
RP:2
PM:3
LA:4
EF:5
MC:6
AM:7
DH:8
KM:9
RP:10
IV:11
MG:12
DT:13
FV:14
NI:15
BI:16
TR:17
MM:18
MR:19
MS:20
JP:21
AM:22
SR:23
GL:24
DN:25
IG:26
TM:27
NC:28
4
4
4
1
4
4
4
4
4
4
4
2
4
4
4
4
4
4
4
5
1
4
2
4
2
1
1
3
2
2
2
1
2
1
1
1
2
2
1
1
2
2
2
2
1
1
2
2
2
1
1
2
2
2
1
2
2
2
2
1
2
1
1
1
2
2
1
1
2
2
1
2
1
1
1
2
1
2
1
2
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
2
2
1
2
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
2
2
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
2
1
1
1
2
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
2
1
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
1
2
1
1
1
2
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
Alternaria
IgE +
2
1
1
1
1
1
2
1
ND
ND
2
ND
2
2
2
ND
2
2
2
2
ND
2
1
1
1
2
1
1
Alt a 1
IgE +
2
1
1
1
1
1
2
1
ND
ND
2
ND
2
2
2
ND
2
2
2
2
ND
2
1
1
1
2
1
1
Tabla 9: Tabulaci&oacute;n de pacientes por antecedentes y positividad en
pruebas “in vivo” a la bater&iacute;a est&aacute;ndar ensayada e “in vitro” por la
presencia de IgE espec&iacute;fica (CAP).
La muestra de la poblaci&oacute;n estudiada sobre 28 pacientes arroj&oacute; los siguientes
resultados:
-
El n&uacute;mero de pacientes monosensibilizados a Alternaria alternata sin
sensibilizaci&oacute;n a otros al&eacute;rgenos inhalantes obtenidos ha sido de 2
pacientes, lo que representan un 7.1% del total de la poblaci&oacute;n
estudiada.
-
El n&uacute;mero de pacientes polisensibilizados a al&eacute;rgenos inhalantes, que
incluyen una sensibilizaci&oacute;n a Alternaria alternata ha sido de 10, lo que
representan un 36% del total de la poblaci&oacute;n estudiada.
-
La concordancia entre pruebas cut&aacute;neas positivas e Ig E espec&iacute;fica ha
sido de 14 sobre 23, lo que representa un 61% del total de la poblaci&oacute;n
estudiada referido s&oacute;lo a Alternaria alternata.
-
Los al&eacute;rgenos asociados a la polisensibilizaci&oacute;n m&aacute;s importantes fueron
&aacute;caros:
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Dermatophagoides pteronyssinus que representan un 80% del total de la
poblaci&oacute;n estudiada.
El epitelio de perro y la especie de &aacute;caros Dermatophagoides farinae
fueron los siguientes al&eacute;rgenos m&aacute;s asociados a la sensibilizaci&oacute;n por
Alternaria alternata y que representan un 75% del total de la poblaci&oacute;n
estudiada.
-
La historia familiar fue positiva en un 29% de los padres del total de la
poblaci&oacute;n estudiada.
-
La distribuci&oacute;n pedi&aacute;trica/adulta de la sensibilizaci&oacute;n a Alternaria
alternata fu&eacute; de 7/21 y 3/9 para Alt a 1; que representan un 25% y un
75% del total de la poblaci&oacute;n estudiada.
-
La distribuci&oacute;n por sexos de sensibilizaci&oacute;n a Alternaria alternata/Alt a
1 fu&eacute; de 17/6 en mujeres y de 11/6 en varones, lo que representa un
60.7% y un 39.3% respectivamente del total de la poblaci&oacute;n estudiada.
-
La edad de sensibilizaci&oacute;n a Alternaria alternata se estableci&oacute; en
varones/hembras en los 23/26 a&ntilde;os.
-
El asma s&oacute;lo o asociado a otras patolog&iacute;as para Alternaria alternata/Alt
a 1 se present&oacute; en 10/2 pacientes, que representan un 36% y un 17%
del total de los pacientes sensibilizados.
8. RENTABILIDAD CLINICA DIAGNOSTICA CON EL ALERGENO Alt a 1
La realizaci&oacute;n paralela de las pruebas cut&aacute;neas con el extracto alerg&eacute;nico de
Alternaria alternata y el al&eacute;rgeno mayor purificado Alt a 1, en los pacientes
mono y polisensibilizados a Alternaria alternata arroj&oacute; los siguientes
resultados:
-
N&uacute;mero de pacientes estudiados sensibilizados a Alternaria alternata:
12 en pruebas cut&aacute;neas por prick y de 13 en IgE espec&iacute;fica (CAP).
-
La concordancia entre resultados de pruebas cut&aacute;neas con el al&eacute;rgeno
Alt a 1 y el extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata fue del 58%.
-
Las concordancias entre los resultados obtenidos con la titulaci&oacute;n de
sueros humanos de fijaci&oacute;n de Ig E espec&iacute;fica:
.) Positivos Ig E espec&iacute;fica frente a Alternaria alternata: 13 (57%)
.) Positivos Ig E espec&iacute;fica frente al al&eacute;rgeno Alt a 1 fue de: 13 (57%)
-
Las concordancias pruebas cut&aacute;neas positivas – Ig E positivas se
estableci&oacute;:
.) Concordancias con Alternaria alternata: 77%*
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.) Concordancias con el al&eacute;rgeno Alt a 1: 54%
*Se tabularon 2 pacientes con prick positivo sin valor de Ig E espec&iacute;fica
-
El valor predictivo diagn&oacute;stico del al&eacute;rgeno Alt a 1 se estableci&oacute; en 60%*
*Se consideran 10 pacientes con positividad a Alternaria en prick e IgE (CAP)
Se consideran 6 pacientes con positividad a Alt a 1 en prick y CAP
En resumen los resultados analizados aportan los siguientes datos:
Descripciones
Pacientes monosensibilizados a Alt a 1
Pacientes polisensibilizados y positivos a Alt a 1
Concordancia IgE espec&iacute;fica (CAP) y prick Alternaria
Al&eacute;rgenos en polisensibilizados y positivos a Alternaria
Historia familiar positiva
Edad pedi&aacute;trica en el estudio
Poblaci&oacute;n pedi&aacute;trica sensibilizada a Alternaria
Poblaci&oacute;n adulta: varones sensibilizados a Alternaria
Poblaci&oacute;n adulta: mujeres sensibilizadas a Alternaria
Rango de edad de varones sensibilizados a Alternaria
Rango de edad de mujeres sensibilizadas a Alternaria
Casos de asma
Casos de asma por Alternaria
Concordancia entre Alternaria y Alt a 1
Positivos con IgE espec&iacute;fica a Alternaria
Concordancia IgE espec&iacute;fica (CAP) y prick Alternaria
Concordancia IgE espec&iacute;fica (CAP) y prick Alt a 1
Valores
23
26
10
2
7
13
%
7.1
36
61
80
29
25
30
50
50
36
17
58
57
77
54
Tabla 10: Resumen de resultados
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Discusi&oacute;n
Los extractos alergenicos son herramientas indispensables en el diagnostico
de las enfermedades al&eacute;rgicas, as&iacute; como en la investigaci&oacute;n de los procesos y
componentes implicados en este fen&oacute;meno (Bousquet, 1998)
En los extractos alerg&eacute;nicos s&oacute;lo una peque&ntilde;a parte de las prote&iacute;nas extra&iacute;das
muestran actividad alerg&eacute;nica. Esto implica que tanto en el diagn&oacute;stico, como
durante la inmunoterapia podemos estar administrando mol&eacute;culas que
pueden tener un efecto desconocido, beneficioso, inocuo, irritativo e incluso
perjudicial, en la respuesta inmune y por tanto en el paciente.
Se ha descrito la posibilidad de que la expresi&oacute;n y presencia de determinados
al&eacute;rgenos, como ocurre con los p&oacute;lenes, se restrinjan a ciertos estadios del
desarrollo o que ciertos extractos puedan estar contaminados, como podr&iacute;a
pasar por ejemplo epitelios de animales contaminados con &aacute;caros. Adem&aacute;s, en
los extractos complejos las prote&iacute;nas de inter&eacute;s pueden presentar problemas
de estabilidad afectadas en alguna medida por la presencia de otros
componentes de la mezcla.
El objetivo de la estandarizaci&oacute;n de extractos alerg&eacute;nicos es preparar
composiciones conocidas de forma reproducible, con un potencial biol&oacute;gico
susceptible de ser calibrado en la producci&oacute;n industrial para el uso
diagn&oacute;stico y terap&eacute;utico (Bousquet, 1998) y est&aacute; claro que se puede conseguir
de una forma m&aacute;s precisa con uno o varios de los al&eacute;rgenos perfectamente
caracterizados (van Ree, 1998). La estandarizaci&oacute;n de los extractos alergenicos
se encuentra cimentada sobre la base de la cuantificaci&oacute;n de los al&eacute;rgenos
mayores (van Ree, 2000). Este aspecto es mas importante en el caso de un
extracto altamente heterog&eacute;neo y complejo como es la Alternaria alternata.
La cuantificaci&oacute;n de al&eacute;rgenos mayores y de Alt a 1 en concreto, es importante
para la estandarizaci&oacute;n de extractos f&uacute;ngicos porque permite que el control de
calidad de la fuente alergenica, la optimizaci&oacute;n de los procesos de extracci&oacute;n, y
la comparaci&oacute;n entre distintos lotes con el extracto de referencia previamente
estandarizado, sea mas efectivo. El caso del Alt a 1 es un modelo ideal pues se
cumplen los condicionamientos de categorizaci&oacute;n de un al&eacute;rgeno mayor y que
representa que por encima del 50% de los pacientes sensibilizados a la fuente
alerg&eacute;nica se reconozca el citado al&eacute;rgeno (De Vougue, 1997)
Si bien una sola prote&iacute;na no cubrir&iacute;a comprensiblemente todo el espectro de
al&eacute;rgenos presentes en un extracto complejo, en determinadas circunstancias
y fuentes alerg&eacute;nicas, donde la prevalencia de los al&eacute;rgenos aislados sea
significativa, su empleo puede y debe estar indicado. Tal es el caso del
al&eacute;rgeno purificado Alt a 1, que puede cuantificar su implicaci&oacute;n en la
sensibilizaci&oacute;n con la misma precisi&oacute;n que el extracto alerg&eacute;nico de Alternaria
alternata y adem&aacute;s, puede ser purificado industrialmente, proporcion&aacute;ndo
adem&aacute;s una adecuada estabilidad tras una efectiva estrategia de liofilizaci&oacute;n.
El procedimiento de purificaci&oacute;n dise&ntilde;ado permite acometer lo anteriormente
descrito, dada la caracterizaci&oacute;n realizada sobre el al&eacute;rgeno Alt a 1 y el estudio
de la cin&eacute;tica de su comportamiento ensayada ampliamente mediante las
t&eacute;cnicas de SDS PAGE, immunoblotting y ELISA realizadas paralelamente con
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el extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata empleando sueros humanos y
antisueros policlonales monoespec&iacute;ficos producidos en conejos.
Los ensayos realizados mediante tecnica ELISA e immunoblotting empleando
estos antisueros generados, muestran que no parece existir ning&uacute;n tipo de
reactividad cruzada con extractos de otros hongos: Penicillium notatum,
Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum, Stemphylium botryosum y
Candida albicans, que implique al al&eacute;rgeno Alt a 1, confirmandose la
especificidad del citado al&eacute;rgeno Alt a 1 para este antisuero.
Se ha citado una posible reactividad cruzada con Stemphylium botryosum,
hongo aerovagante que pertenece a la misma familia de Alternaria alternata
(Familia Pleosporaceae) y que pudiera presentar un reconocimiento similar,
en concreto con una prote&iacute;na que tiene caracter&iacute;sticas similares al Alt a 1
(Agarwal, 1982).
La elecci&oacute;n de una fuente alerg&eacute;nica natural para la posterior purificaci&oacute;n del
al&eacute;rgeno nativo, se produjo tras la cuantificaci&oacute;n de la potencia relativa de los
extractos alerg&eacute;nicos seleccionados mediante ELISA inhibici&oacute;n observ&aacute;ndose,
la variedad y posible pleomorfismo descrito para Alternaria alternata (Palacios
1986) que el extracto alerg&eacute;nico presenta y la importancia de la fuente
alerg&eacute;nica (Mitakakis 2001). La materia prima inicial, procedente del cultivo
de la cepa CBS 106-24 por la compa&ntilde;ia Allergon (Suecia) presentaba una
potencia relativa 6,32 veces mayor que el extracto alerg&eacute;nico procedente de
otras fuentes de suministro.
El al&eacute;rgeno Alt a 1 fu&eacute; a su vez testado en orden a evaluar su especificidad y
sensibilidad mediante el antisuero poiliclonal monoespec&iacute;fico de conejo para
comparar el grado de reconocimiento que este mostraba por la forma nativa y
el extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata, incorporando as&iacute; mismo un
al&eacute;rgeno recombinante rAlt a 1, com&uacute;n en las t&eacute;cnicas “in vitro”
comercialmente disponibles para estudiar la sensibilidad a &eacute;ste al&eacute;rgeno,
revelando la fijaci&oacute;n mediante immunoblotting. El antisuero policlonal
monoespec&iacute;fico fue capaz de reconocer el d&iacute;mero de Alt a 1 del extracto de
Alternaria alternata, con un peso molecular de unos 30 kDa y el monomero de
15-17 kDa presente en el mismo, as&iacute; como la forma purificada de Alt a 1 de
15-17 kDa y la recombinante de 16-18 kDa. Tambi&eacute;n, mediante ensayo ELISA,
se puso de manifiesto el reconocimiento del al&eacute;rgeno purificado Alt a 1.
El empleo de anticuerpos policlonales monoespec&iacute;ficos frente al empleo de
monoclonales para la realizaci&oacute;n de &eacute;ste tipo de t&eacute;cnicas se decidi&oacute;, dado que
el uso de monoclonales genera cierta controversia, dado que si usamos s&oacute;lo
uno, que reconozca un &uacute;nico epitopo, la especificidad puede ser excesiva y
s&oacute;lo reconocer ciertas variantes alerg&eacute;nicas (Aalberse y van Ree, 2000)
El reconocimiento del al&eacute;rgeno purificado Alt a 1 por un pool de sueros
humanos se revelo mediante immunoblotting, demostrandose de esta manera
que el al&eacute;rgeno Alt a 1 es reconocido por las Ig E espec&iacute;ficas del suero de los
pacientes sensibilizados a Alternaria alternata. (De Vouge, 1996).
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El al&eacute;rgeno Alt a 1 reacciona con la mayor&iacute;a de los pacientes sensibilizados a
Alternaria alternata. (De Vouge, 1996). De hecho el al&eacute;rgeno Alt a 1 inhibe en
un 70% la actividad del extracto de Alternaria alternata, lo que sugiere que el
resto de los al&eacute;rgenos que forman parte del extracto son significativamente
menos relevantes cl&iacute;nicamente que el al&eacute;rgeno Alt a 1, a&uacute;n cuando el al&eacute;rgeno
Alt a 2 parece puede comportarse como un al&eacute;rgeno mayor con un
reconocimiento de la Ig E estimado en el 61% (Bush 1999). Van Ree y cols
(2000) sugieren que normalmente son necesarios de 1 a 3 al&eacute;rgenos para una
correcta estandarizaci&oacute;n y uso cl&iacute;nico de los al&eacute;rgenos y en el caso espec&iacute;fico
de Alternaria alternata, los resultados obtenidos muestran la validez de &eacute;ste
axioma.
Estos hechos han sido recientemente demostrados mediante estudios de
estandarizaci&oacute;n de extractos de Alternaria alternata total, Alternaria alternata
sin Alt a 1 y nAlt a 1 sobre una muestra de pacientes sensibilizados. La
medici&oacute;n de las papulas obtenidas tras la aplicaci&oacute;n de diferentes
concentraciones de los extractos antes citados mediante prick test revela que
las &aacute;reas de las papulas obtenidas con el extracto de Alternaria alternata total
y las &aacute;reas del extracto de Alt a 1 eran estad&iacute;sticamente equivalentes, no as&iacute; la
del extracto desprovisto de Alt a 1 que origin&oacute; papulas significativamente
menores (Pineda 2005).
Un apartado de importante relevancia en la sensibilizaci&oacute;n a hongos son los
estudios de incidencia de la micoflora alerg&eacute;nica en la atm&oacute;sfera y que
concretamente en el caso de Alternaria alternata, por su virtual presencia
perenne en la atm&oacute;sfera y en los edificios presenta elevado inter&eacute;s como fuente
de sensibilizaci&oacute;n (Infante 1992) y que consideran junto con el g&eacute;nero
Cladosporium como los m&aacute;s importantes al&eacute;rgenos f&uacute;ngicos (Resano 1998).
Los estudios realizados en &eacute;ste sentido por la Red Espa&ntilde;ola de Aerobiolog&iacute;a
(REA) en la pen&iacute;nsula que apuntan como &aacute;reas de mayor incidencia de
conidios de Alternaria por m3 de aire la ciudad de C&oacute;rdoba (media diaria 38.04
y pico m&aacute;ximo de 1.152) y de menor incidencia Orense (media diaria 6.02 y
pico m&aacute;ximo 101) (Infante 1999). En la Comunidad Canaria los recuentos
realizados en La Laguna, muestran una mayor representaci&oacute;n de esporas de
Cladosporium en los recuentos (La Serna 2002).
La asociaci&oacute;n entre las aconcentraciones atmosf&eacute;ricas de hongos y el
desarrollo de crisis asm&aacute;ticas es un hecho conocido (Bjomson 2002),
habi&eacute;ndose establecido que concentraciones de esporas en el aire por encima
de las 1.000 por m3 de aire suponen un factor de riesgo para fallecer por una
crisis de asma en ni&ntilde;os y adultos j&oacute;venes (Targonski 1995), as&iacute; como la mayor
frecuencia significativa de ingresos en UVI por causa de asma grave de los
pacientes sensibilizados a hongos (Black 2000). La relaci&oacute;n causa-efecto y el
cumplimiento de los postulados de Thommen ha sido tambi&eacute;n documentada
en los pacientes sensibilizados a Alternaria alternata, a los que se asocia con
un mayor riesgo de padecer asma (Halonen 1997, Perzanowski 1998, Downs
2001, Zurek 2002) y paros respiratorios por asma desencadenados durante la
estaci&oacute;n estival y oto&ntilde;al concordantes con las mayores concentraciones de
esporas f&uacute;ngicas (O&acute;Hollaren 1991).
Las cifras de prevalencia de sensibilizaci&oacute;n a Alternaria alternata encontradas
en &eacute;ste estudio, mantienen el patr&oacute;n de discordancia con las documentadas
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del 10% (Corsico 1998) y de 3.1% de polisensibilizaci&oacute;n y 1.3% de
monosensibilizaci&oacute;n en poblaci&oacute;n pedi&aacute;trica (Cantani 2004), lo que justifica la
necesidad de promover estudios de &eacute;ste &iacute;ndole incorporando los recuentos
aerobiol&oacute;gicos, con el f&iacute;n de conocer no s&oacute;lo la estacionalidad del hongo, sino
tambi&eacute;n las cifras pico reactivas, con el objetivo de poder recomendar las
medidas terap&eacute;uticas adecuadas a los pacientes sensibilizados a &eacute;ste tipo de
al&eacute;rgenos.
La incorporaci&oacute;n de al&eacute;rgenos purificados y estandarizados biol&oacute;gicamente,
como es el caso del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1, favorece adem&aacute;s el diagn&oacute;stico
cl&iacute;nico y abre nuevas l&iacute;neas de investigaci&oacute;n no s&oacute;lo en el diagn&oacute;stico cl&iacute;nico,
sino tambi&eacute;n en el tratamiento de las enfermedades al&eacute;rgicas.
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1. Se consigui&oacute; una purificaci&oacute;n pr&aacute;cticamente a homogeneidad del al&eacute;rgeno
mayor Alt a 1 de Alternaria alternata, mediante una combinaci&oacute;n de
t&eacute;cnicas cromat&oacute;gr&aacute;ficas de intercambio ani&oacute;nico, cati&oacute;nico y gel filtraci&oacute;n
2. Se estableci&oacute; un rendimiento del proceso de purificaci&oacute;n estimado en el
30% del producto intermedio a partir del obtenido en el extracto de
Alternaria alternata, estabiliz&aacute;ndose el al&eacute;rgeno purificado Alt a 1 mediante
liofilizaci&oacute;n.
3. Se estudiaron las principales caracter&iacute;sticas biol&oacute;gicas del al&eacute;rgeno mayor
Alt a 1, comparativamente con el extracto alerg&eacute;nico de Alternaria alternata,
mostr&aacute;ndose sus caracter&iacute;sticas cin&eacute;ticas mediante la aplicaci&oacute;n de
t&eacute;cnicas electrofor&eacute;ticas de SDS PAGE e immunoblotting, as&iacute; como de
ELISA, mediante el uso de anticuerpos policlonales monoespec&iacute;ficos anti Alt
a 1 en conejos y sueros humanos de pacientes sensibilizados a Alternaria
alternata.
4. Se demostr&oacute; la ausencia de reactividad cruzada del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1
con extractos de otros hongos: Penicillium notatum, Aspergillus fumigatus,
Cladosporium herbarum, Stemphyllium botryosum y Candida albicans,
confirmandose la especificidad del al&eacute;rgeno Alt a 1 para este antisuero
5. Se defini&oacute; la prevalencia de Alternaria alternata en los pacientes al&eacute;rgicos a
hongos en la isla de Gran Canaria, establecida en un 7.1% en el caso de
monosensibilizados y del 36% en el de polisensibilizados, siendo las fuentes
de sensibilizaci&oacute;n m&aacute;s com&uacute;nmente asociadas los &aacute;caros (especies del
g&eacute;nero Dermatophagoides: D. pteronyssinus 80% y el epitelio de perro
conjuntamente con otra especie del mismo g&eacute;nero de &aacute;caros D. farinae
75%). Otros valores de inter&eacute;s relacionados, como los antecedentes
familiares de atopia y la distribuci&oacute;n por edad y sexo de la sensibilizaci&oacute;n,
fueron definidos en la poblaci&oacute;n estudiada.
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6. Se demostr&oacute; la rentabilidad cl&iacute;nica del diagn&oacute;stico de la sensibilidad a
Alternaria alternata, mediante el empleo del al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 en forma
paralela con el extracto de Alternaria alternata, fij&aacute;ndose los valores
predictivos diagn&oacute;sticos mediante pruebas cut&aacute;neas por prick test y fijaci&oacute;n
de IgE espec&iacute;fica en ambos casos superiores al 50%.
7. La fijaci&oacute;n de IgE espec&iacute;fica fu&eacute; del 100% en los pacientes seleccionados
sensibilizados a Alternaria alternata y en el mismo porcentaje en relaci&oacute;n a
su al&eacute;rgeno mayor Alt a 1, que se corresponde con el 57% de la poblaci&oacute;n
estudiada presuntamente sensibilizada a hongos (13 pacientes).
8. El valor predictivo del diagn&oacute;stico de la sensibilizaci&oacute;n a Alternaria alternata
empleando el al&eacute;rgeno mayor Alt a 1 se estableci&oacute; en el 60%.
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