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Mejorando la respuesta alérgica

Los liquidos alérgenos mejoran el
valor diagnostico de alergia in vitro
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Desde el descubrimiento de la IgE, la prueba deostantra la IgE alergena especifica
ha sido utilizada en el diagndstico de la alergéaprueba de radioalergoadsorcion (sigla
en inglés RAST), descrita por primera vez por Witlal. en 1967(1) ha sido mejorada
con los afos utilizando las nuevas tecnologiaspajarar el valor diagndstico de la
prueba. La mayoria de los fabricantes de diagrasstian seguido utilizando los
alergenos en fase soélida. Al principio, la fasédsoéra un disco de papel y, mas
recientemente, se ha utilizado una esponja deosglydara el acoplamiento a los
alergenos. Allermetrix adicionalmente ha introdoaidejoras en la prueba RAST, los
alergenos en fase liquida en vez de alergenoside covalente a una fase sélida. Para
un clinico o médico los alergenos liquidos reprsenn gran avance tecnologico que
mejora el rendimiento del ensayo y el valor diagjndésle la prueba de IgE especifica.

Los alergenos son proteinas que inducen una re¢spigésen Figura 1 paratopo anticuerpos o
personas predispuestas. Los alergenos causaliviacant de antigenos sitio de union
descrito en el modelo de la

mastocitos, cuando la IgE especifica para el aferge une ala ., ojscula de anticuerpo
superficie. La seccion de la proteina que se uaeat@uerpo IgE,

se llama epitopo o determinante antigénico. La zdaha & ot
anticuerpo que se une al epitopo se llama sitionétn del @"iy sariable ’%;:%?
antigeno, la combinacién de sitio, o paratopoitiel de T \ o / %
combinacién se encuentra siempre en la misma zelna d '5\

anticuerpo, y hay 2 paratopos idénticos en cadalerios \ /
anticuerpos IgE. Con el fin de activar un masto@tw lo

menos dos anticuerpos IgE deben entrecruzar ugealey lo
gue indica que los alergenos deben tener epitopos cadenalliviana
multiples. Es evidente que la condicion de losogquis en el

ensayo de IgE especifica afectara la capacidagElen suero

para unirse a ellos. Es la estructura de estogpaitque esta

bien conservada como alergenos liquidos y no cdengemos en fase sélida.

Los epitopos han sido evaluados durante muchospaiios Figura 2 Representacion de un factor
expertos en la inmunoquimica y pueden describigg@ades ~ determinante enla conformacion de
. . alergeno Bet v 1. Residuos morados
rasgos en dos grupos. Lineal (determinantes carg)nyue i dican sitio de unién del anti-Bet v 1
consisten en una cadena de amino&cidos que pued®sttar de anticuerpos.
reacciones ante la zona combinante o sitio de
anticuerpos. Discontinuos (determinantes conforomades)
tienen al menos 2 partes de la cadena de aminosadéal
proteinas o cadenas que no son continuas necegarak
unién del anticuerpo. En general, los determinalirieales no
requieren que la estructura tridimensional de jmatenativa
permanezca preservada. Para la union de anticuarpoisopos
de conformacion, la estructura tridimensional destar
presente en la proteina.

Los epitopos lineales son cominmente evaluadosamteda sintesis de péptidos que
cubren la totalidad de secuencias de aminoacidosa@roteina con secuencias
superpuestas en cada péptido. De este modo, cadens@ puede estar presente en




muchos péptidos. Los anticuerpos de las personas alésgitasa prueba para ver si
reaccionan con cualquiera de los péptidos. Péptidos queranuessdctividad después
seran de nuevo evaluados para la inhibicion de union de lzalja a la proteina
entera. Cuanto mas fuerte sea la inhibicion de anticuengsgrobable que el péptido
represente un epitopo del antigeno, o en el caso datiogerpos IgE, un alergeno.

Los epitopos conformacionales se pueden demostraa papécidad de los anticuerpos a
unirse a las proteinas que ocurren naturalmente y no a lagnpsotiesnaturalizadas o
dafiadas. Sachs et al(2) habilmente demostr6 que 2 péptidadajaeas estructuras
desordenadas o random coils no unian anticuerpos del sueneeingin embargo,

cuando se mezclaron en la solucion de péptidos pudo demogtrarse complementan
entre si y forman una estructura secundaria, uniendarnos de antisuero. Estos
anticuerpos tienen un sitio de unién que requiere de unecsh tridimensional
especifica de antigenos para reaccionar. Se ha estimad@sta un 90% de todos los
anticuerpos son de tipo conformacionales(3,4). En un infdeniemunizacion en PBS
(disolucién salina tamponada con sulfato) sin adyuyain@lar a la exposicién natural,
provoco anticuerpos ante ldsterminantes conformacionales del inmundgeno los cuales
reaccionaron mal con el inmundgeno desnaturalizado. Tarsbiba demostrado que se
requiere de determinantes conformacionales para iniciaregpaesta de alergia a los
alimentos, y puede romper la tolerancia en los paciguiefian superado la

enfermedad.

En un estudio reciente con mosaico, los alergenodasegenéticamente(7), el suero
aglutinante de pacientes alérgicos al alergeno natixedsgo en un promedio del 86,5%
(intervalo: 65,4 a 96,4% de reduccidn) en la prueba con uricoataproteina. Se cred
un mosaico genético de proteina para romper el ADN de laipaocbriginal en 4 piezas
diferentes, cada una aproximadamente la cuarta partgoedéna original y

ensamblada en una estructura de ADN que se transcribi@esolanproteina. Este
mosaico de proteina tenia la misma composicién de aomiosay cada secuencia del
péptido fue la misma que la proteina nativa. Sin embargootiaina del nuevo mosaico
tenia los péptidos fuera de orden. La estructura del mgsaibablemente posee una
estructura tridimensional diferente de la proteina napieeo tiene muchas partes lineales
idénticas a la proteina. El suero aglutinante inferior déo2@ntes alérgicos a la proteina
nativa apoya la importancia de los determinantes coafoomales para detectar IgE
pertinentes.

Los alergenos utilizados en ensayos de IgE especificataa de diversas

maneras. Alergenos en fase sélida pueden ser adsorbgienpente en una superficie
de plastico, como el poliestireno, o unidos covalenteer@nina matriz como la
celulosa. Se ha demostrado claramente que la adserciase sdélida sobre superficies
de plastico desnaturaliza las proteinas(8,9). La unionéfglealo quimico a la celulosa
también ha demostrado que desnaturaliza las proteinas y teducrinoreactividad. En
contraste, la biotinacion de proteinas se ha demostradoani&ne la conformacion de
la proteina natural y tiene 20 a 30 veces la inmunoreaatidéain alérgeno de fase
solida(5,10).




Figura 3 Representacion de la desnaturalizacion de las proteinas, como ocurre en las fases sélidas que se utiliza
para las pruebas de alergeno
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La unidn no especifica (sigla en inglés NSB), en un irmaogayo es la cantidad de sefal
positiva creada por una muestra negativa. En el dise@nsdgo cuanto mas bajo
(fondo) mejor la capacidad para detectar pequefias cantdadeslito, que es alergeno
IgE especifica en estos ensayos. Los alergenos ligtietes muy baja la unidon no
especifica en contraste con los alergenos en fasla spie tienen un volumen de matriz
asociada con la proteina unida covalentemente. Matrwe® [ celulosa tieneiondo

de adherencia mas alto, lo que reduce la sensibilidaffieaale la prueba y puede
atrapar agregados o complejos inmunes que pueden estatgseseel suero de un
paciente(9). Complejos inmunes Anti-IgE - IgE se haeaado en los pacientes con
asma, con urticaria crénica, dermatitis atopica, vamidsrmedades autoinmunes e
incluso en pacientes normales(11,12,13). Estos inmunocosplegalen aumentar el
entrecruzamiento debido a los efectos de cooperacion distiemas de fase sélida.

Varios informes han demostrado las ventajas de los a&sganfase liquida sobre
alergenos en fase sélida. En un informe(10) Aalberse, eleahostrd que gramo por
gramo de alergenos de fase en liquido une 20 a 30 vecegienésmismo alergeno en
fase solida. Cuando se compara con un ensayo de IgE espeaihercial, la fase
liquida, une mas IgE que los alergenos de fase sélida pondientes al kit comercial.
En otro informe(15) 2 de 3 pacientes alérgicos a la lechegegisn IgE especifica frente
a beta-lactoglobulina, una proteina de la leche, unieémnlgk al alergeno de fase
liguida que a una forma de fase sélida del mismo alerggesalergenos liquidos
preservan los epitopos importantes para detectar lanigkezo alérgico.

El alérgeno de la IgE especifica se encuentra en may bajcentraciones en el suero y
el ensayo de sensibilidawa vitro es muy importante para el rendimiento clinico. Como
resultado de ello, la unién no especifica baja es tbuirimportante en cualquier
ensayo. La IgE especifica de Allermetrix tiene una seitiddilanalitica de 0,05 kU / L
en comparacion con los ensayos destacados de fasedigjtidaibles en el mercado que
tienen una sensibilidad analitica de 0,11 kU / L.




Otro tipo de reacciones adversas a proteinas puede estamad®d con las muestras. En
un estudio, el principal ensayo comercial en fase sélidal mercado se comparé con la
prueba de la piel entre 53 alergenos diferentes en 131 feeciem rinitis cronica cuyo
nivel de IgE total se habia determinado. Uno de los halldmgague los pacientes con
una IgE total> 200 kU / L (IgE total alta) tenian un promedés @adtoin vitro que la
prueba cutanea de resultados positivos por paciente, 26,%ysedpectivamente. En el
grupo de pacientes con niveles de IgE total <200 kU / L (IgE tajay,lon vitro tenian

un promedio de 8,3 y en las pruebas de piel 15,3 con resuftasitigsos por paciente.

En 52 de 53 alergenos probados, estadisticamente sematiacho mas positivos en
resultadosn vitro en pacientes con IgE total elevada que IgE total béja.18 de los
alergenos demostraron la misma diferencia significantee los pacientes de alto y bajo
IgE total cuando se evaluaron mediante pruebas de IdNpise esperaba un aumento en
el 98% de los alergenos vinculantes debido a la IgE totaddeVv.os autores sugirieron
gue los pacientes podian tener IgE circulante que no esadfi@nte reactiva en la

piel. Otra explicacion puede ser que el sistema de sel@o fase sdélida no funciona
correctamente cuando los pacientes alérgicos tienelesiglevados de IgE total.

Como se menciond anteriormente, los complejos insdeeanti-IgE - IgE a menudo
estan presentes en el suero de pacientes con vaeasedades alérgicas, y se ha
demostrado que cuanto mas alto es el nivel de IgE totahepmmbable se que
formen(17). Dado que estos complejos inmunes son susceptddesapturados por las
matrices de fase sélida, se puede deducir que el aumenttasa {fe positividauh vitro
con sistemas de celulosa en fase sélida no se dabenahto de IgE especifica, sino que
la IgE no es especifica para el alergeno probado. Eedsidio, el comportamiento de
los sistemas de celulosa en fase sélida no es codemmel rendimiento de pruebas
cutaneas y parece mas probable que se deba a una caiaiahstente del sistema
porque el 98% de los alergenos puestos a prueba exhibiermoegtertamiento. Los
sistemas de alergeno liquido no son susceptibles a ebterpaoporque no hay matriz
para sostener la IgE especifica ligada.

Ensayos de alergenos liquidos tienen ventajas practtéasigas sobre los ensayos de
fase sélida. En si los alergenos liquidos permitercagdines automatizadas no
disponibles para los sistemas de fase sélida, losscredecen notablemente los errores
de manejo. Técnicamente, tienen mas sensibilidadiaaalinion baja no especifica y
conservan la conformacion natural de los alérgenosc@iménte, los alergenos liquidos
miden con relevancia anticuerpos contra epitopos coafaomales. Conjuntamente
todos los inmunoensayos de alérgeno liquido ofreces médalicos la informaciéon mas
fiable disponible para apoyar el diagndstico de alergia.
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