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Introduccion

La utilizacion de las técnicas de la biologia molecular en la
investigacion clinica ha revolucionado los métodos de anali-
sis, diagndstico y tratamiento de numerosas enfermedades.
En inmunoalergia, estas técnicas han posibilitado el estudio
de genes y proteinas, analisis de la organizacion génica de
inmunoglobulinas, mecanismos de expresion y control de
esos genes, bases moleculares de diversas anomalias inmu-
noloégicas, analisis de receptores, de complejos de histo-
compatibilidad, de mediadores celulares, de antigenos,
etc., lo que ha permitido mejorar el conocimiento de estas
moléculas y de los procesos en los que participan. Numero-
sos campos de aplicacion encontramos para estas técnicas
en el area de la alergia, no sélo dentro del ambito cientifico
sino también para la practica clinica. Asi, la preparacion de
alérgenos recombinantes para su utilizacion en protocolos
de diagnosis e inmunoterapia es uno de los ejemplos mas
relevantes. El empleo de alérgenos recombinantes purifica-
dos, de forma individual o en mezclas, permite disponer de
productos homogéneos y bien definidos, en las cantidades
adecuadas, y en ausencia de materiales indeseables que pu-
dieran perjudicar la estabilidad del alérgeno o la eficacia
del procedimiento clinico en el que se aplica la molécula.
Una muestra de las ventajas que ofrece el uso de estos alér-
genos es la proliferacion en los Gltimos aios de propuestas
para su utilizacion, como es la diagnosis resuelta por com-
ponentes (CDR), bien usando sistemas convencionales, bien
empleando sistemas automatizados, microensayos, etc."2.

Herramientas en la producciéon recombinante
de alérgenos

La opcion que parece mas apropiada para obtener alérge-
nos proteicos puros consiste en su produccion recombinante
en una célula huésped a partir de su cDNA, ya que la obten-
cion de estos alérgenos de sus fuentes naturales presenta
numerosos inconvenientes, como pueden ser la baja dispo-
nibilidad del material de partida, la baja concentracion del
alérgeno en dicho material, la contaminacion con otros
alérgenos, su inestabilidad bioquimica, etc. En el caso de
los alérgenos recombinantes, ademas de manejar un pro-
ducto bien definido, homogéneo y estable, podemos aspirar
a disponer de cantidades ilimitadas de producto, e incluso
introducir modificaciones en la estructura de la proteina
para mejorar alguna de sus propiedades, ya sean estructu-
rales o funcionales.

Las técnicas de la biologia molecular —o del DNA recombi-
nante— estan basadas en procesos naturales, como son la
hibridacion de acidos nucleicos —DNA/DNA, DNA/RNA 'y
RNA/RNA—, las actividades enzimaticas de polimerasas, li-
gasas, endonucleasas de restriccion, transcriptasas, etc.,
que son utilizadas en las condiciones que nosotros elegimos
para obtener su maximo aprovechamiento. La disponibilidad
de la “reaccion de la polimerasa en cadena” (PCR) ofrece
en el laboratorio una extraordinaria herramienta para obte-
ner ilimitada cantidad de un DNA especifico. Ademas de he-
rramientas moleculares, también se hace uso de organismos
diversos en los que se alcanza la produccion de la proteina
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alergénica gracias a su capacidad para incorporar genes aje-
nos en su propio genoma, y posteriormente para utilizar su
propia maquinaria celular para traducir ese gen a proteina
funcional. Bacterias, levaduras, células de insecto, células
de mamiferos y plantas son los huéspedes mas empleados
en la obtencion de recombinantes, pero una correcta elec-
cioén, en cada caso, es de vital importancia. Cada uno de
ellos ofrecera ventajas frente a los demas para la produc-
cion de una proteina particular?.

Estrategia del proceso de producciéony
purificacion del alérgeno recombinante

El disefo del método de produccion dependera de varios
factores: 1) la naturaleza del producto de expresion; 2) la
forma de expresion de la molécula: como proteina libre o
como proteina de fusion, y 3) el huésped en el que se va a
producir la proteina. El primero de estos factores obliga a
considerar la existencia de procesos de maduracion postra-
duccional del alérgeno, tales como glicosilaciones o forma-
cion de puentes disulfuro. La produccion de proteinas de
fusion facilitara la purificacion del recombinante. Y final-
mente, la utilizacion de sistemas bacterianos acorta y sim-
plifica el protocolo respecto al empleo de levaduras Pichia
pastoris, pero puede proporcionar una proteina inviable, in-
soluble o no funcional.

Una vez considerados estos aspectos, se procede a em-
plear el gen preparado en una cadena de produccion relati-
vamente convencional: a) insercion del cDNA en el vehiculo
de transferencia; b) incorporacion de este vehiculo al geno-
ma del huésped; c) crecimiento del cultivo o del organismo
huésped, lo que implica la produccion de la proteina recom-
binante, y d) purificacion de la proteina recombinante. Si
bien el desarrollo de las 2 primeras etapas puede ser muy
diferente dependiendo del huésped especifico utilizado*¢,
por el contrario la purificacién de la proteina recombinante
suele emplear técnicas generales —precipitaciones, croma-
tografias de diversa indole (intercambio idnico, penetrabili-
dad), electroforesis, etc.— con pequenas modificaciones de
unas a otras como puede ser el empleo de columnas de afi-
nidad especifica.

Finalmente, el alérgeno preparado debe ser validado,
esto es, es preciso analizarlo para comprobar su equivalen-
cia con la proteina natural.

Validacién del alérgeno recombinante

Consiste en el analisis de la proteina recombinante y com-
paracion de sus propiedades con las de la proteina natural
presente en la fuente bioldgica original”2. Las propiedades a
determinar entran en 3 categorias: a) propiedades molecu-
lares; b) propiedades inmunoldgicas, y c) propiedades fun-
cionales. Habitualmente, se analizan sistematicamente las
2 primeras, pues no siempre se conoce la actividad bioqui-
mica de un alérgeno.
Las caracteristicas moleculares examinadas suelen ser:

1) El peso molecular de la proteina, analizada por electro-
foresis en PAGE-SDS o mediante espectrometria de masas
—cada sistema con sus ventajas e inconvenientes—.

2) La composicion de aminoacidos, valorada por hidrolisis
acida y analisis de aminoacidos libres; algunas veces no
se ajustan los valores de proteina natural y recombinan-
te, pues la natural puede ser un conjunto de isoformas
de la proteina, y la forma recombinante es un producto
de la expresion de un solo gen.

3) Estructura tridimensional, analizada mediante espec-
troscopia de dicroismo circular. En realidad, determina
valores de estructura secundaria ordenada repetitiva,
pero es una magnifica aproximacion para conocer la in-
tegridad de la estructura tridimensional, del correcto
plegamiento. Otra alternativa es la obtencion del es-
pectro de fluorescencia

La actividad inmunoldgica se analiza mediante ensayos de
titulacion en ELISA y/o inmunotransferencia a membranas
desde geles de poliacrilamida. Los anticuerpos utilizados
pueden ser procedentes de antisueros especificos (IgGs, po-
liclonales y/o monoclonales) —obtenidos frente a la protei-
na natural—, o presentes en los sueros de pacientes alérgicos
a la fuente bioldgica sensibilizante (IgEs) y con respuesta
positiva al propio alérgeno. Si es posible, se deben emplear
los 2 sistemas. Un ensayo definitivo para mostrar la equiva-
lencia inmunologica entre las 2 formas de la proteina con-
siste en realizar inhibiciones cruzadas, en alguno de los 2
sistemas —ELISA e inmunotransferencia— con la proteina na-
tural y la recombinante como inhibidores alternativos de la
union a la otra. Todos estos ensayos in vitro darian una idea
fiel de la calidad de la proteina recombinante pero, a menu-
do, la utilizacion de la proteina con fines farmacologicos
exige una validacion in vivo; para ello, se emplean analisis
de liberacion de histamina, o activacion de basofilos, para
lo que es imprescindible la sangre fresca de pacientes alér-
gicos. Desgraciadamente, la normativa actual no permite
ensayar los alérgenos recombinantes mediante pruebas cu-
taneas.

En el caso de que se conozca la actividad bioquimica —en
general, actividad catalitica— del alérgeno, se debe anali-
zar esta funcion, y comparar actividades especificas de pro-
teina natural y recombinante, lo que dara la respuesta
definitiva a la equivalencia entre las 2 moléculas.
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Introduccion

En los ultimos afios se ha avanzado en el conocimiento de
los alérgenos surgiendo el término de componente alergéni-
co. Asi se denomina a las proteinas o glicoproteinas desen-
cadenantes de la reaccion alérgica, contenidas en la fuente
alergénica reconocida hasta el momento como la causante
de la enfermedad. Este cambio de concepto, junto con el
desarrollo de la biologia molecular y de la nanotecnologia,
ha permitido un avance significativo en el diagnostico aler-
gologico apoyado en el desarrollo de alérgenos recombinan-
tes, purificacion de proteinas y en la aparicion de nuevas
técnicas diagnosticas. Es importante conocer las caracteris-
ticas y utilidad de estas pruebas, algunas disponibles ya en
la mayoria de las consultas de alergologia, teniendo en
cuenta que su aplicacion requiere un acertado analisis de
los resultados.

Técnicas de diagnéstico alergologico molecular

Determinacion de IgE especifica frente a alérgenos
recombinantes y purificados en sistemas
convencionales

Hasta el momento, el diagndstico in vitro de las sensibiliza-
ciones se ha realizado mediante la determinacion de la IgE
especifica frente a las fuentes alergénicas. Los sistemas mas
populares disponibles actualmente para la determinacion
de IgE especifica (ImmunoCAP e Immunolite) consisten en la
exposicion del suero del paciente a un soporte en el que se
encuentran fijados los alérgenos completos tales como ex-

tractos de epitelio de perro, de acaros o la leche de vaca.
En los Ultimos afos, estos mismos soportes, en lugar de con-
tener la fuente alergénica completa, han fijado el alérgeno
purificado de la fuente natural o recombinante, es decir,
generado en el laboratorio a partir de una secuencia de ADN
mediante técnicas de biologia molecular, ofreciendo la posi-
bilidad de medir IgEs especificas frente a alérgenos molecu-
lares. En este caso enfrentamos el suero del paciente a la
proteina o glicoproteina alergénica aislada. Esta técnica,
por tanto, es realizable en todo laboratorio que disponga de
los sistemas convencionales para la determinacion de la IgE
especifica frente a la fuente completa. Para aplicarla al
diagnostico molecular, simplemente hay que adquirir el so-
porte para la deteccion con el alérgeno recombinante o na-
tural purificado. Sin embargo, desgraciadamente, el
catalogo disponible no es todo lo extenso que se precisa.

La determinacion de la IgE especifica frente a alérgenos
moleculares realizada de esta forma permite una Unica me-
dicién en cada test frente a sistemas desarrollados poste-
riormente que permiten determinaciones multiples en una
Unica prueba. Esta caracteristica conlleva que las determi-
naciones de IgE especifica a nivel molecular daran una res-
puesta parcial con respecto a la sensibilizacion a la fuente
alergénica, es decir, el hecho de que un paciente no esté
sensibilizado al Ara h 9 significa exclusivamente que el pa-
ciente no esta sensibilizado a la LTP del cacahuete sin des-
cartar una sensibilizacion frente a este fruto seco a través
de la sensibilizacion a otros alérgenos moleculares. En algu-
nos casos sera una desventaja ya que debemos solicitar va-
rias determinaciones para disponer del perfil de las
sensibilizaciones de un paciente. Sin embargo, en otros ca-
sos, buscaremos la sensibilizacion frente a contadas molé-
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culas, como puede ante el inicio de una inmunoterapia
dado que los extractos empleados en la inmunoterapia son
muy heterogéneos en su composicion' y que la sensibiliza-
cion a determinados alérgenos se ha asociado con un mayor
riesgo de reacciones adversas?. Por tanto, el empleo de
esta técnica implica solicitar determinaciones concretas al
laboratorio de alergologia basadas en una sospecha diag-
nostica que precisa cierto conocimiento de las sensibiliza-
ciones a nivel molecular.

Determinacion de IgE especifica mediante
microarrays de proteinas

Desde hace unos pocos afos disponemos de sistemas capaces
de detectar la IgE especifica frente a multiples alérgenos en
un solo test empleando poca cantidad de suero y en un so-
porte reducido que denominamos microarrays o biochips.
Inicialmente se realizaron con los extractos de las fuentes
alergénicas completas®>. No obstante, pocos aios después,
gracias a los avances en la generacioén de alérgenos recombi-
nantes y naturales purificados, se presento el primer mi-
croarray de proteinas empleando componentes alergénicos a
nivel experimental®. Recientemente se ha empezado a intro-
ducir en las consultas de alergologia el primer microarray de
componentes alergénicos comercial. Su version actual con-
siste en 103 componentes alergénicos fijados en un soporte
de vidrio por triplicado en un area de 1 cm? (ISAC, CRD103).
La técnica, basicamente, es parecida a la determinacion de
la IgE especifica convencional comentada anteriormente ya
que sobre un soporte en la que se encuentran los alérgenos
se anade el suero del paciente. En caso de que exista IgE es-
pecifica frente a algun alérgeno del microarray en el suero
del paciente, ésta quedara adherida y podremos detectarla
con un anticuerpo marcador. Sin embargo, estas 2 técnicas
de determinacion de IgE especificas no son equiparables en
términos cuantitativos. A diferencia de la deteccion de IgE
especifica de forma convencional, en la que se dispone de
gran cantidad de alérgeno en comparacion con el suero del
paciente, los microarrays de proteinas, aunque precisan de
una cantidad de suero menor, se realizan con un exceso de
suero con respecto al alérgeno. Ademas, tanto los anticuer-
pos detectores como los sistemas de deteccion y analisis son
distintos en las 2 técnicas. De hecho, estas 2 técnicas ni si-
quiera emplean la misma unidad de medida.

Aunque los estudios para la validacion de la técnica de
microarrays son escasos, a nivel cualitativo, la capacidad
de la técnica de microarrays para discriminar sanos de alér-
gicos parece variar segun los alérgenos. En términos gene-
rales, para algunos aeroalérgenos y alimentos, como el
huevo y la leche, la determinacion de IgE especifica me-
diante microarrays, en comparacion con la técnica conven-
cional ImmunoCAP, no es superior en sensibilidad aunque la
especificidad si que es mejor para algunos alérgenos em-
pleando el microarray’-®. No obstante, de estos estudios
también podemos concluir que el punto de corte a partir
del cual consideramos una IgE especifica como positiva en
la técnica de microarrays no esta consensuado. Como nueva
tecnologia, es necesario realizar estudios de validacion
para los distintos alérgenos.

Sin embargo, a pesar de que el microarray de componen-
tes alergénicos es una técnica joven que precisa un mejor

conocimiento, ya desde su fase experimental, ha destacado
por ofrecer una informacion extensa y global de las sensibi-
lizaciones a nivel molecular empleando una cantidad de
suero reducida y en una sola determinacion. El microarray
de proteinas disponible en la actualidad es un panel de 103
componentes alergénicos de polenes, latex, alimentos tan-
to vegetales como animales y venenos de himendpteros en-
tre los que se encuentran alérgenos mayoritarios,
minoritarios y panalérgenos. Mientras que la determinacion
de la IgE especifica mediante técnicas convencionales res-
ponde a preguntas concretas (si existe sensibilizacion fren-
te a los alérgenos mayoritarios de un polen, o frente a un
panalérgeno concreto), los microarrays de proteinas permi-
ten contestar a muchas y variadas preguntas simultanea-
mente. Es por tanto una prueba de gran utilidad en
pacientes polisensibilizados. Ademas, permite la deteccion
de sensibilizaciones a distintos panalérgenos (profilina, LTP,
homologos de Bet v 1 o proteinas PR-10, parvalbiminas o
tropomiosinas) procedentes de varias fuentes alergénicas,
convirtiéndose en una prueba muy Gtil cuando sospechamos
sindromes de reactividad cruzada®.

Por el momento se esta comercializando un panel de
alérgenos Unico. Este hecho hace que en algunos casos ca-
rezca de algunos alérgenos Utiles para el diagndstico de un
paciente mientras que en otros casos puede ofrecer infor-
macion acerca de sensibilizaciones que no estabamos inte-
resados en conocer. En estos casos es importante valorar la
clinica del paciente de forma prioritaria sin descartar que
estas sensibilizaciones, subclinicas en un momento dado,
pudieran manifestarse con el tiempo.

Ciertamente, la interpretacion de los resultados en esta
técnica requiere un gran conocimiento de las sensibilizacio-
nes a nivel molecular pero el informe que se obtiene como
resultado del test ayuda considerablemente al diagnostico
dado que expone los resultados de forma clara y con co-
mentarios Utiles. No obstante, esta informacion debe ser
evaluada bajo el criterio médico y, en algunos casos, debe-
ra ser estudiada de forma mas exhaustiva para solucionar
los problemas concretos de nuestros pacientes.

Pruebas cutaneas frente a componentes
alergénicos

Los alérgenos recombinantes se han empleado en pruebas
cutaneas a nivel experimental con resultados similares a los
extractos naturales en cuanto a eficacia diagndstica'® pero
mejorando la precision diagndstica''. Sin embargo, a nivel
clinico, solo disponemos de extractos de alérgenos mas o
menos purificados. Desde hace anos se emplean en el diag-
ndstico in vivo algunas fracciones purificadas de la leche
(alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina) y del huevo (ovo-
mucoide, ovoalbimina, lisozima) y recientemente se han
comercializado extractos con los panalérgenos profilina pu-
rificada de palmera y LTP de melocoton. Estos extractos
permiten realizar el diagndstico molecular mediante las
sencillas pruebas cutaneas sin tener que recurrir obligato-
riamente a sofisticadas técnicas. De hecho, la concordancia
entre las pruebas cutaneas con estos 2 extractos purificados
y la IgE especifica frente a la profilina de manzana (Mal d 4)
y la LTP de melocoton (Pru p 3) es bastante buena.

La desventaja principal del diagnostico molecular basado
en pruebas cutaneas es que la oferta de estos extractos es
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limitada. No obstante, dado su bajo gasto y la informacion
que nos puede aportar, los extractos de profilina y LTP de-
berian incluirse en el panel de pruebas cutaneas estandar
que se realiza en nuestras consultas a los pacientes polini-
cos previo a un analisis in vitro mas extenso.

Otras técnicas aplicadas al diagnoéstico alergoloégico
molecular

Existen otras técnicas de diagnodstico realizables con alérge-
nos recombinantes en lugar de emplear la fuente alergénica
completa, aunque no estan tan extendidas en los laborato-
rios de alergologia. Algunas de ellas son técnicas celulares
como el test de activacion de basofilos, la medicion de sul-
fidoleucotrienos o el test de liberacion de histamina®. Asi-
mismo, la técnica de immunoblot siempre realiza deteccion
de las sensibilizaciones a nivel molecular ya que evalla la
presencia de IgE frente a cada uno de los componentes aler-
génicos de un extracto separados mediante electroforesis
en un gel de acrilamida. Estas técnicas hoy en dia se em-
plean generalmente solo a nivel experimental.

Interpretacion del diagnéstico alergolégico
molecular

Para hacer un buen diagnéstico alergolégico con alérgenos
recombinantes y purificados, lo mas importante es una bue-
na interpretacion. A pesar de que los componentes alergéni-
cos se han caracterizado, purificado y generado gracias a la
biologia molecular, no son necesarias nociones en esta mate-
ria para hacer un buen diagnoéstico molecular. La interpreta-
cion del diagnéstico basado en componentes implica conocer
la epidemiologia de las sensibilizaciones (si es frente a un
alérgeno mayoritario o minoritario), conocer las manifesta-
ciones clinicas asociadas a esta sensibilizacion, plantearnos
si esta presente en los extractos de inmunoterapia si vamos
a iniciar una vacuna o en qué alimentos esta presente o con
cuales presenta reactividad cruzada en el caso de una sensi-
bilizacion alimentaria. En este ultimo caso es importante
tener en cuenta que los fenomenos de reactividad cruzada
deben estar siempre comprobados en cada paciente ya que
el hecho de que 2 fuentes alergénicas contengan un mismo
panalérgeno no significa que tengan obligatoriamente simi-
lar inmunorreactividad. Es decir, podemos estar sensibiliza-
dos a la LTP del melocoton y tolerar el cacahuete a pesar de
que éste tenga también LTP e incluso se haya observado una
asociacion entre estas 2 sensibilizaciones™.

Toda esta informacion podemos extraerla de la extensa
literatura publicada sobre alérgenos recombinantes y puri-
ficados, pero también nos pueden ayudar las paginas web
que contienen los conocimientos basicos necesarios para un
alergologo, como la pagina de la OMS que publica la no-
menclatura internacional de alérgenos (www.allergen.org),
o www.allergome.org, una pagina sencilla de utilizar con
completa informacioén sobre alérgenos moleculares con en-
laces a articulos interesantes. No obstante, toda esta infor-
macion hay que analizarla desde la perspectiva clinica para
valorar la relevancia clinica de las distintas sensibilizacio-
nes.

En conclusion, la transicion en el concepto de alérgeno
que se ha vivido en los ultimos afnos es ya una realidad apli-
cable al diagnédstico a través de la técnica mas apropiada
en cada caso. Una correcta interpretacion de sus resultados
y aplicacion de esta informacion mejorara la practica clini-
ca diaria en las consultas de alergologia.
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Implicacién de los alérgenos recombinantes en la practica clinica

M. Fernandez-Benitez
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El descubrimiento de la IgE en 1967 por Ishizaka' y simulta-
neamente por Johansson?, marcan un antes y un después en
la alergologia tanto para el diagnostico como para el trata-
miento de las enfermedades alérgicas.

A nivel de laboratorio la clonacién del primer alérgeno?
para producir alérgenos recombinantes purificados abre otra
nueva etapa tanto en el diagnostico como en el tratamien-
to*. Hasta entonces, década de los ochenta, conociamos a
qué fuente alergénica estaba sensibilizado un paciente, es
decir, olivo, acaro, alternaria, etc. Con la aparicion del
diagnostico molecular, se han ido caracterizando y produ-
ciendo los diferentes alérgenos, como proteinas recombi-
nantes, pudiendo actualmente diagnosticar el perfil
individual de sensibilizacién o, lo que es lo mismo, a qué
componentes del alérgeno esta sensibilizado cada pacien-
te.

La utilizacion de alérgenos purificados y recombinantes
discrimina los pacientes cosensibilizados a diferentes alér-
genos mayoritarios y los pacientes sensibilizados por pana-
lérgenos. Esto ayuda no solamente al diagndstico del perfil
individual de sensibilizacion, sino también a la eleccion de
una inmunoterapia especifica mucho mas selectiva.

Los alérgenos purificados y recombinantes en
el diagnéstico del paciente

Los alérgenos naturales sabemos que son mezclas de pro-
ductos heterogéneos y que pueden contener macromolécu-
las, proteinas no alergénicas, estar contaminados por otros
alérgenos o contener enzimas proteoliticas, etc., todo ello
con implicacién diagnéstica. No hemos terminado de estan-

darizar los alérgenos, cuando ya contamos con alérgenos
purificados y recombinantes. Los alérgenos recombinantes
muestran una excelente reactividad in vivo e in vitro.

Se ha demostrado en diferentes estudios la fuerte activi-
dad biolodgica de estas proteinas que inducen una respuesta
IgE vy los altos niveles de expresion de los recombinantes que
pueden ser cuantificados en mg de alérgeno obtenidos en la
bacteria, levaduras, etc. Otra de las ventajas de los recom-
binantes es que son proteinas que pueden ser producidas sin
limite, bajo unas condiciones definidas y purificadas. Esto
supone una gran ventaja en la estandarizacion y calidad de
los alérgenos, que nos va a permitir explicar el porqué; con
los alérgenos naturales, en ocasiones, teniamos diferentes
respuestas en el mismo enfermo. La alta purificacion de los
alérgenos recombinantes en unidades de masa y la posibili-
dad de su produccion constante, permite una estandariza-
cion que con los alérgenos naturales no teniamos.

Hay estudios que muestran la excelente reactividad cuta-
nea de los recombinantes comparando con alérgenos natu-
rales. Estos estudios piloto sugieren que concentraciones de
5-20 ug/mL para prick test son eficaces para un diagndstico
in vivo’.

Por otra parte, para el diagnéstico in vitro, técnicas de
microchips permiten la determinacion de multiples alérge-
nos purificados y recombinantes de una forma sencilla. Estas
técnicas estan principalmente indicadas en aquellos pacien-
tes polisensibilizados, donde podremos determinar si se tra-
ta de reacciones cruzadas por la presencia de panalérgenos
o sensibilizaciones a alérgenos mayoritarios®.

Cada vez en la literatura van apareciendo mas estudios
encontrando las aplicaciones de las técnicas moleculares’?
para el diagndstico y su interpretacion, ya que en la técnica
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de microchips, al ser semicuantitativa, los valores de IgE
especifica en relacion con los panalérgenos son menores que
los valores de IgE especifica frente a los alérgenos mayorita-
rios, guardando una relacion con la sensibilizacion primaria.
En otras situaciones nos obliga a modificar el diagnéstico, al
conocer los diferentes componentes alergénicos, como ocu-
rre en el caso de la sensibilizacion al latex, que hace unos
anos diagnosticabamos con el alérgeno natural y en la ac-
tualidad podemos detectar si la sensibilizacion es a la profi-
lina o al alérgeno mayor rHeb b5.

Todo este avance lleva a poder hacer diagnosticos de per-
files de sensibilizacion, pero también plantea dudas que
precisan de futuros estudios sobre el papel de los panalér-
genos Yy su repercusion clinica, si desensibilizamos o no a los
panalérgenos utilizando la inmunoterapia que tenemos en la
actualidad con alérgenos naturales, etc.

Los alérgenos purificados y recombinantes
en el tratamiento

Si hacemos un poco de historia de la inmunoterapia, ya que
llegamos al centenario de su aparicion, recordamos que
Noon y Freeman, en 1911°, son los primeros en utilizar la
inmunoterapia en pacientes alérgicos, con la idea de inducir
la produccion de antitoxinas, al igual que ocurria con otro
tipo de vacunas y con la idea de prevenir la enfermedad.
Habia que encontrar la dosis capaz de inducir una tolerancia
al alérgeno; para ello se administraban dosis crecientes del
mismo hasta crear una inmunotolerancia. El concepto per-
siste en la actualidad: la inmunoterapia antigeno especifica
se administra en dosis crecientes hasta inducir una inmuno-
tolerancia.

Con el fin de reducir los efectos adversos de la inmunote-
rapia, como son las reacciones locales o reacciones sistémi-
cas, como la urticaria, asma o incluso la anafilaxia, se
desarrollaron extractos de alérgenos absorbidos en hidroxi-
do de aluminio con el fin de que la absorcion fuese mas
lenta (extractos depot), afio 1937'°. Posteriormente se trata
de disminuir la actividad alergénica de los extractos, crean-
do pequenas cadenas de péptidos de bajo peso molecular,
modificando los alérgenos quimicamente tratandolos con al-
dehido, disminuyendo la alergenicidad'-'2. En la década de
los ochenta™ ™, con la aparicion de los recombinantes y la
caracterizacion molecular de los alérgenos, se sintetizan
péptidos que contienen los epitopos de las células T, compi-
tiendo asi con los receptores de la IgE.

Hoy sabemos'>'¢ que la inmunoterapia modifica la res-
puesta humoral y celular frente al alérgeno. Por una parte,
sabemos que hay una activacion de la poblacién Th1 y sus
citoquinas en tejidos, con disminucion de la poblacién Th2 y
sus citoquinas. Hay una activacion de la IL-10 por monocitos
y macrofagos. Esta IL-10, junto con TGFbeta, contribuye a
la activacion de los Treg regulando y modulando la respues-
ta Th1/Th2.

En relacion con los anticuerpos, sabemos que se induce
una produccion por las células B, de anticuerpos de la clase
IgA, 1gG1, IgG4. Estos anticuerpos (bloqueantes) compiten
con los epitopos de la IgE inhibiendo la presentacion del
alérgeno por el complejo de alta afinidad.

Es curioso que, con 4 anos de diferencia, Harold"” en 2004
y Carol Saltoun'® en 2008, publiquen el mismo titulo “Advan-

ces in upper diseases and allergen immunotherapy” y la
preocupacion siga siendo la misma: la eficacia y la seguridad
de la inmunoterapia. Uno de los avances que supone la puri-
ficacion de los alérgenos recombinantes, mediante ingenie-
ria genética, es la posibilidad de producir formulas
hipoalergénicas que reducen la union a los Ac IgE, pero con-
servando los epitopos de las células T. De esta forma se re-
duce la alergenicidad, lo que disminuye las reacciones a la
inmunoterapia aumentando su seguridad, e incrementan la
actividad inmunogénica favoreciendo la eficacia. Altas dosis
de estas formulas hipoalergénicas pueden ser utilizadas re-
duciendo el riesgo de reacciones adversas, disminuyendo la
respuesta Th2 y estimulando la activacion Th1 y respuesta
IgG4™. Por todas estas caracteristicas, se sigue investigando
en la posibilidad de vacunas preventivas, en nifios de riesgo
atopico, con el fin de activar una respuesta Th1.
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