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REVISION DE TEMA

El polimorfismo en los alergenos

Alfredo Lagares 2, Leonardo Puerta *, Luis Caraballo *

Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas, Universidad de Cartagena, Cartagena, Colombia.
2Universidad del Atlantico, Barranquilla, Colombia.

Los alergenos son antigenos que inducen una respuesta inmunolégica mediada por anticuerpos
tipo IgE. Estos pueden provenir de diferentes fuentes como poélenes, acaros, mohos, animales,
insectos y alimentos. Una molécula alergénica consiste en un nimero determinado de epitopes
o determinantes antigénicos. Algunos alergenos estan constituidos por varias moléculas similares,
las cuales presentan variaciones menores en la secuencia de aminoacidos, es decir, presentan
polimorfismo y de acuerdo con el grado de similitud que presenten, se denominan isoalergenos
o variantes. El polimorfismo puede ser el resultado de la presencia de varios alelos, como
también de la presencia de familias de genes relacionados. Este fenémeno se ha detectado en
alergenos de diferentes fuentes como los acaros, los p6lenes y las cucarachas, entre otros. El
polimorfismo puede tener un efecto importante sobre los epitopes reconocidos por los linfocitos
T, por los anticuerpos monoclonales y por la IgE de pacientes alérgicos, lo cual afecta la capacidad
alergénica o el grado de reactividad cruzada con alergenos de otras especies. La existencia de
isoformas con una capacidad nula o disminuida de unirse a la IgE, pero con capacidad de
estimular los linfocitos T, se ha planteado como una alternativa atractiva en la inmunoterapia de
las alergias. La estandarizacion de extractos alergénicos puede verse afectada por la presencia
de isoformas en diferentes proporciones en fuentes alergénicas de diferentes regiones
geogréficas.

Palabras clave: alergenos recombinantes, polimorfismo, isoalergenos, epitopes, IgE.
Polymorphism in allergens

Allergens are antigens that elicit an IgE-mediated immune response; they originate from diverse
sources such as pollens, mites, molds, mammal exudates, insects and food. Allergenic molecules
can contain several antigenic determinants, termed epitopes. Allergenic proteins have been
discovered with polymorphisms, i.e., a mixture of similar molecules with minor variations in their
amino acid sequences. These are called isoallergens or allergenic variants depending on the
degree of similarity. Polymorphism may be defined by the presence of several alleles of the same
gene or as families of related genes. Polymorphisms can have an important effect on the epitopes
recognized by T lymphocytes, monoclonal antibodies and IgE of allergic patients. Individual
polymorphisms can affect the basal level of allergenicity as well as the cross-reactivity with other
allergens. The use of isoforms with low or total absence of IgE binding capacity but with high
capacity to stimulate T cell response has been suggested as an alternative to the conventional
immunotherapy for allergic diseases. Standardization of allergenic compounds can be affected
by the differing proportions of isoforms in allergenic sources from different regions.

Key words: recombinant allergens, polymorphisms, isoallergens, epitopes, IgE.

En una fuente de alergenos, como los acaros del  proteinas con capacidad de unirse a la IgE. Los
polvo de habitacidon, se encuentran diversas alergenos se caracterizan y diferencian

Correspondencia: basicamente por el tamafio molecular, el punto

Leonardo Puerta isoeléctrico y la frecuencia de unién a la IgE en
Apartado aéreo 4610, Cartagena, Colombia. una poblacion alérgica. La capacidad de unién a
Ipuerta@red.net.co la IgE es especifica y supone la presencia de
Recibido: 24/05/01; aceptado: 18/12//01 uno o mas puntos de union (epitopes) sobre la
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molécula del alergeno. La caracterizacion de un
alergeno requiere de la identificacién de una
molécula con caracteristicas fisicoquimicas
Unicas que permiten diferenciarlos de otros
alergenos. Sin embargo, algunos alergenos, al
ser aislados de su fuente natural, estan
constituidos por una mezcla de proteinas con
composicion de aminoacidos muy similar y con
propiedades biolégicas comunes, denominados
isoalergenos. Se conocen determinantes anti-
génicos constituidos por grupos de azucares, que,
a diferencia de los epitopes peptidicos, no son
directamente codificados genéticamente y estan
determinados por la actividad de diferentes
enzimas. Estos epitopes median la reactividad
cruzada entre alergenos de plantas de diferentes
especies, lo cual tiene importancia clinica en
personas con anticuerpos tipo IgE dirigidos contra
estas estructuras (1). Recientemente, se ha
descrito un alergeno en la planta Parietaria judaica
definido como un pigmento flavonoide cuya
especificidad antigénica recae sobre grupos de
azlcares y sulfatos (2). El polimorfismo ha sido
demostrado en alergenos de naturaleza proteica,
premisa bajo la cual se desarrolla la presente
revision. Los adelantos en bioquimica y en biologia
molecular han permitido identificar un nimero cada
vez mayor de isoalergenos, lo cual ha planteado
nuevos retos e interrogantes en la alergologia
experimental y clinica.

Segun el Comité de Nomenclatura de Alergenos
de la Organizacién Mundial de la Salud (3), se
considera que dos moléculas son isoalergenos
cuando comparten las siguientes propiedades:
similar tamafio molecular; idéntica funcion
biolégica, si ésta es conocida, e identidad en la
secuencia de aminoacidos igual o mayor al 67%,
aunque este porcentaje puede ser menor en
ciertos casos. A su vez, un isoalergeno puede
presentar multiples formas con secuencias muy
similares denominadas variantes o isoformas.

El polimorfismo en los alergenos puede originarse
por la presencia de varios alelos, como ha sido
descrito en los alergenos de los acaros (4,5) o
por la presencia de familias de genes relacionados,
los cuales codifican para diferentes isoalergenos,
como se ha descrito en los alergenos de los
polenes (6-8).
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Identificacién del polimorfismo

La electroforesis en dos dimensiones ha sido
bastante utilizada para la identificacién del
polimorfismo de proteinas (9,10). Esta técnica es
capaz de separar dos isoformas con diferencias
hasta de un aminoacido y que presenten carga
diferente. Para lograrlo se separan las proteinas
de acuerdo con su tamafio y su carga,
posteriormente se transfieren a una membrana
donde se identifican usando anticuerpos
monoclonales o IgE especifica. Sin embargo, es
posible que existan isoformas que no alcanzan a
ser separadas debido a que sus diferencias en la
secuencia de aminoacidos no cambian su masa
molecular ni su carga (11). Por otro lado, hay
alergenos que presentan diferentes grados de
glicosilacién que mediante la electroforesis en dos
dimensiones podrian dar la apariencia de ser
isoformas o isoalergenos. En estos casos, se
necesita la aplicaciéon de otras técnicas para
confirmar el polimorfismo.

Para conocer con precision el grado de
polimorfismo de un alergeno, es necesario
determinar la secuencia de aminoacidos de sus
diferentes isoformas. Empleando técnicas de
biologia molecular es posible determinar la
secuencia de nucléotidos vy, de alli, deducir la
secuencia de aminoacidos de diferentes
isoalergenos y variantes. Igualmente, se han
obtenido varias isoformas e isoalergenos en
cantidades apreciables por medio de las técnicas
de ADN recombinante, lo cual ha permitido evaluar
los efectos que tienen las variaciones en la
secuencia de aminoacidos sobre la unién a la IgE,
la respuesta de los linfocitos T y su alergenicidad
(11-15).

Se puede saber si el polimorfismo de un alergeno
es producido por la presencia de familia de genes
relacionados o por diferentes alelos. Para este
proposito, el ADN se corta con una enzima de
restriccion en fragmentos bien definidos que luego
son separados mediante electroforesis y
transferidos a una membrana de nylon; los
fragmentos de ADN se visualizan mediante
hibridacién con una sonda marcada. La presencia
de un numero de bandas mayor a las esperadas
es un indicativo de la presencia de familia de
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genes relacionados (4,5,16). Por analisis de
Southern blot y RT-PCR se determiné que los
alergenos Der p 1, Der p 3 del acaro
Dermatophagoides pteronyssinus y Der f 1 del
Dermatophagoides farinae estan codificados cada
uno por un solo gen y que sus isoformas son
producto de sus respectivas variantes alélicas,
por lo que el polimorfismo en estos alergenos se
debe a la presencia de varios alelos (4,17,18).

Obtencién de isoalergenos y sus isoformas

Los isoalergenos y las isoformas se pueden
obtener en forma nativa directamente de la fuente
de origen y en forma recombinante mediante
aplicacién de la biologia molecular. A partir del
extracto natural se pueden obtener alergenos
nativos usando cromatografia de afinidad con
anticuerpos monoclonales. Por esta via se
obtienen como una mezcla de diferentes
isoformas, las cuales son separadas mediante
cromatografia de intercambio iénico o
cromatografia liquida de alta resolucion (9,19,20).
También pueden ser purificados por combinacion
de diferentes métodos como la filtracién en gel,
cromatografia de intercambio i6nico y la
electroforesis en dos dimensiones (21,22). Los
isoalergenos recombinantes se obtienen a partir
de una biblioteca de ADNCc por clonacion del gen
o alelo correspondiente o por amplificacion del
ADN gendmico con posterior clonacion. Una vez
clonado el gen correspondiente, estos alergenos
se pueden expresar en un vector de expresion
adecuado (11-16,23). Esta via es la mas practica,
ya que permite la obtencion de grandes cantidades

Cuadro 1. Polimorfismo en los alergenos de los acaros.

POLIMORFISMO EN ALERGENOS

de isoalergenos con alta pureza. De hecho, la
mayoria de los isoalergenos se han obtenidos por
esta via.

Alergenos polimorficos

Polimorfismo en los alergenos de acaros
domésticos. Se ha encontrado polimorfismo en
un gran nimero de alergenos de &caros (cuadro 1).
Podemos destacar el polimorfismo del Der p 1,
un alergeno del 4caro D. pteronyssinus. Los
isoalergenos de este alergeno presentan
diferencias geograficas en su distribucion. Thomas
y col. (16) encontraron que las isoformas del Der
p 1 obtenidas de acaros provenientes de Wagga,
Australia, presentaron sustituciones de
aminoacidos diferentes a las encontradas en el
Der p 1 de acaros obtenidos en Sydney y en
Perth, Australia. De igual manera, algunas
sustituciones de aminoacidos encontradas en Der
p 1 de acaros provenientes de Inglaterra no se
encontraron en los de Australia (24). En otro
estudio, Chua y col. (25) encontraron sustituciones
de aminoécidos en isoformas obtenidas a partir
de &caros comerciales mantenidos en cultivo por
20 afios, aislados en Melbourne, Australia, que
no estan presentes en las isoformas halladas por
Thomas en &caros recogidos en las casas (16,24).

En el alergeno Der f 1 del acaro D. farinae se han
identificado, por lo menos, 10 isoformas (21), al
igual que en el Der p 2 (9). En el alergeno Der p 5
se han identificado dos isoformas, una de ellas
con la sustituciéon del aminoéacido alanina en vez
de glutamina en la posicion 61, el cual produce
un cambio en el perfil hidrofilico de la molécula

Alergenos Fuente

polimérficos

No. de isoformas

Técnicas de identificacion Referencias

Derp1 Dermatophagoides pteronyssinus
Derfl Dermatophagoides farinae
Derp2 Dermatophagoides pteronyssinus
Derf2 Dermatophagoides farinae

Derp 3 Dermatophagoides pteronyssinus
Derf3 Dermatophagoides farinae
Derp5 Dermatophagoides pteronyssinus
Lepd2 Lepideglyphus destructor

Df 642 Dermatophagoides farinae
Derp7 Dermatophagoides pteronyssinus

=

oO~rwNOOBMPMWOO

ADNc 16, 24, 25
2D-PAGE 22

ADNc 9

ADNc, 2D-PAGE* 4,12
ADNc 5

ADNCc, 2D-PAGE 16, 21, 60
ADNc 26

IEF**, ADNC 29, 30
2D-PAGE 19
2D-PAGE 61

* Electroforesis en dos dimensiones en gel de poliacrilamida ** Isoelectroenfoque
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(26). En el extracto alergénico natural del extracto
del &caro L. destructor se han identificado varias
isoformas (27-29). Dos de estas isoformas se han
obtenido en forma recombinante con igual
alergenicidad que las equivalentes nativas (30).

Polimorfismo en los alergenos de los polenes. En
los alergenos de los pélenes se ha identificado
un mayor grado de polimorfismo que el descrito
en los alergenos de los acaros (cuadro 2), lo cual
es consistente con la presencia de las familias
de genes relacionados que se han identificado en
algunas plantas. El polimorfismo en los alergenos
de los pdlenes también estd determinado por la
presencia de variantes alélicas. Como ejemplo se
puede mencionar el polimorfismo de dos de los
alergenos de la ambrosia comin, Ambrosia
artemisiifolia, Amb a 1y Amb a 2. El Amb a 1
esta constituido por cuatro isoalergenos que son
producto de una familia de genes relacionados;
en cada isoalergeno hay variantes con
sustituciones de aminoéacidos que sustentan la
presencia de varios alelos (15,31). Al Amb a 2 se
le han identificado tres isoformas, una de éstas
presenta una identidad de secuencia del 65% con
el Amb a 1,01 (32).

El alergeno Lol p 5 del pasto Lolium perenne
presenta dos isoalergenos que son codificados
por una familia de genes; éstos tienen una
identidad del 66,4% en sus secuencias de amino-
acidos (8). En el Bet v 1 del arbol abedul, Betula
verrucosa, se han identificado 24 isoformas (33-

Cuadro 2. Polimorfismo en los alergenos de los polenes.

Biomédica 2002;22:51-62

37), no todas ellas producidas por un mismo arbol,
aunque hasta diez isoformas se han identificado
en un mismo arbol (7,35). Se han identificado dos
isoalergenos en el Car b 1 del arbol Carpinus
betulus: el Car b 1,01 con 13 variantesy el Car b
1,02 con 4 variantes. Car b 1,02 tiene una alta
identidad con el Bet v 1 en la secuencia de
aminoécidos (7,35,38).

La profilina, un alergeno presente en muchas
plantas, también presenta polimorfismo; el Phl p
11, la profilina de la grama, Phleum pratense, tiene
5 isoformas que presentan entre si dos
sustituciones de aminoécidos (39); en la profilina
de la grama Mercurialis annua (Mer a 1) se han
identificado 4 isoformas (40); en la profilina del
germen de trigo, Triticum aestivum, se han
identificado tres isoformas (41); en la profilina del
maiz se han detectado tres isoformas que son
producto de multiples genes (42).

Polimorfismo en alergenos de otras fuentes. El
alergeno Bos d 2, presente en la caspa del ganado
(Bos domésticus), es una lipocalina que tiene
alergenos homologos en el ratén, la rata, el caballo
y el perro. Esta constituido por 3 isoformas, las
cuales han sido purificadas del extracto natural
(20). En el alergeno Per a 3 de la cucaracha,
Periplaneta americana, se han identificado dos
isoalergenos, el Per a 3,01 y el Per a 3,02 con
una identidad del 69% en sus secuencias de amino
acidos; a su vez en el Per a 3,02 se identificaron
tres variantes que presentan entre si una identidad

Alergenos Fuente

polimérficos

No. de isoformas

Técnicas de Identificaciéon Referencias

Betv 1l Betula verrucosa
Phip5 Phleum pratense
Phip 11 Phleum pratense
Coral Corylus avellana
Amb a | Ambrosia artimiisifolia
Amb alll Ambrosia artimiisifolia
Hol I'5 Holcus lanatus
Carb1l Carpinus betulus
Meral Mercurialis annua
Ambp5 Ambrosia psilostachya
Lolp1l Lolium perenne
Lolp5 Lolium perenne
Oleel Olea europea

=
NNNNNBAENNODDMOOIOD

2D-PAGE *, ADNc 35,37
2D-PAGE, ADNc 10,23
2D-PAGE 39
2D-PAGE, ADNc 14,33
ADNCc 15,31
ADNCc, 2D-PAGE 32
ADNc 46
ADNCc 7,35,38
IEF **, ADNc 40
ADNCc 62
ADNc 63
ADNc 8

— 64,65

*Electroforesis en dos dimensiones en gel de poliacrilamida, ** Isoelectroenfoque
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Cuadro 3. Polimorfismo en otros alergenos.

POLIMORFISMO EN ALERGENOS

Alergenos Fuente No. de isoformas Técnicas de identificacién Referencia
polimorficos

Bosd 2 Bos domesticus 3 2D-PAG 18
Pera3 Periplaneta americana 4 ADNc 41
Cr-PlI Periplaneta americana 2 ADNc 42
RicclyRicc 3 Ricinus comunis 2 HPLC 20
TaPRO Triticum aestivum 3 ADNc 39
ZmPRO Zea mays 3 ADNCc 40

del 95% en la secuencia de aminoacidos
(43,44)(cuadro 3). Bashir y col. (22) consideran
que los alergenos Ric cl y Ric c3 del Ricinus
communis, por presentar funcion biolégica similar
e igual tamafio molecular, cumplen dos de los
criterios para ser considerados como isoalergenos,
aunque presentan 33% de homologia y una
similitud del 62%.

Respuesta inmune y polimorfismo

En las alergias se presenta una desviacion de la
respuesta inmune normal; los pacientes alérgicos
responden mediante una respuesta inmune tipo
Th2 frente a proteinas inocuas para las personas
no alérgicas que la toleran y montan una
respuesta fundamentalmente del tipo Thl. El
balance relativo entre las respuestas Thl y Th2
determina los sintomas alérgicos; en la respuesta
Th2 se producen y liberan las citocinas IL-4, que
estimula la conversién de los LB en células
plasméticas y el switching a IgE; IL-5, que regula
el crecimiento y diferenciacion de eosinofilos; IL-
9, que induce la proliferacion de mastocitos; y la
IL-10, que contrarresta la respuesta Thl. En
personas atopicas, la via Th2 predomina, lo cual
conduce a prolongar la respuesta tipo IgE frente
a alergenos.

En la manifestacion del tipo de respuesta Thl o
Th2 en una persona determinada intervienen
factores genéticos. Sin embargo, la tolerancia
frente a un alergeno también se puede inducir
mediante la exposicion repetida al alergeno por
mecanismos que no estan suficientemente claros.
Tres mecanismos se han sefialado en la tolerancia
inmunoldgica: delecion clonal, anergia clonal y
supresion inducida por el antigeno que, probable-
mente, no son mutuamente excluyentes; el

mecanismo que predomina puede depender de
las condiciones de la exposicién al antigeno, de
la dosis y la frecuencia de la administracion. La
via de entrada del alergeno al organismo es
importante en el proceso de sensibilizacion. En
circunstancias normales, las proteinas solubles
que llegan al pulmén son procesadas por las
células dendriticas y producen una tolerancia
especifica al antigeno. Sin embargo, en asmaticos
alérgicos el procesamiento de los antigenos induce
una respuesta tipo Th2 que conduce al asma
alérgica. Las células dendriticas, especializadas
en la presentacion de antigenos, parecen tener
un papel importante en este proceso, ya que se
ha demostrado que la tolerancia a alergenos
administrados por las vias respiratorias en ratones
estd mediada por IL-10 producida por las células
dendriticas pulmonares (45). De otra parte,
trabajos recientes muestran que los linfocitos T
citotéxicos promueven una inmunidad tipo Thl e
inhiben la respuesta IgE a ovalbumina
administrada a ratones por un proceso que parece
ser independiente del interferon gamma derivado
de linfocitos T CD 8+ (46).

La tolerancia oral es una forma de tolerancia
periférica, en la cual el linfocito maduro en el tejido
linfoide periférico se convierte en no funcional o
hiporreactivo. Se ha sefalado la anergia clonal
como el principal mecanismo en la induccién de
tolerancia oral a los alergenos (47). En ratones
sensibilizados con aeroalergenos del abedul, se
indujo tolerancia al alergeno Bet v 1 administrado
por via oral, solo o conjugado con la subunidad B
de la toxina del célera. EI mecanismo supresor
parece estar relacionado con la produccion del
factor de crecimiento transformador beta (TGF-b),
citocina que tiene un papel en la regulacion de la
tolerancia oral (48).

55



LAGARES A., PUERTA L., CARABALLO L.

El polimorfismo en los alergenos puede tener
efectos importantes en el proceso de
sensibilizacién. Por una parte, el polimorfismo
produce un mayor numero de péptidos alergénicos
similares, lo cual aumenta la probabilidad de que
un mayor niumero de estructuras antigénicas
provoquen una respuesta alérgica en personas
genéticamente predispuestas a padecerla. Segun
Thomas (6), este hecho podria explicar porqué
alergenos como el Der p 5, el cual presenta poco
polimorfismo, tiene una frecuencia de reactividad
solo del 50%, aunque la intensidad de la respuesta
alérgica producida por este alergeno sea tan alta
como la del Der p 1 o la del Der p 2, los cuales
presentan una frecuencia de reactividad mayor
del 80%. Por otra parte, algunos de los cambios
de aminoacidos producto del polimorfismo pueden
afectar la actividad antigénica de los epitopes Ty
B. Thomas y col. (16) determinaron que varios
péptidos derivados de isoformas del alergeno Der
p 1, presentan una marcada diferencia en la
frecuencia de estimulacion de los linfocitos T. Por
ejemplo, de ocho muestras de LT de pacientes
que respondieron al péptido con la region 45-63
del Der p 1, siete respondieron cuando el péptido
contenia el aminoacido tirosina en la posicion 50,
y solamente una muestra prolifero frente al péptido
con la sustitucion de histidina en la posicion 50.
Esta sustitucion ha sido demostrada en uno de
los isoalergenos presentes en acaros usados para
la preparacion de extractos alergénicos
comerciales. Dado que es posible que en algunos
extractos alergénicos comerciales no estén
presentes todas las isoformas, la eficacia clinica
y el valor diagndstico puede ser diferente segin
la preparacion comercial que se utilice.

El polimorfismo en el Der p 2 se encuentra en
regiones que contienen epitopes T (49). Sin
embargo, no se conocen estudios que hayan
evaluado el efecto del polimorfismo sobre dichos
epitopes. Las isoformas del alergeno Der f 2
presentan diferencias en la frecuencia de union a
la IgE de pacientes alérgicos a los acaros (12).

Las isoformas del alergeno mayor del abedul, Bet
v 1, presentan diferencias importantes en los
patrones de union a diferentes anticuerpos mono-
clonales y frente a la IgE de pacientes alérgicos
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(13,35,50). Algunas isoformas del Bet v1 no tienen
la capacidad de unirse a la IgE pero mantienen la
capacidad de estimular los linfocitos T de
pacientes alérgicos al abedul (cuadro 4). El efecto
del polimorfismo sobre los epitopes T también se
ha demostrado usando péptidos con modificacién
en un aminoacido. Por ejemplo, clones de linfocitos
T reactivos al péptido 19-33 del Bet v 1 pierden la
capacidad de reaccionar contra la isoforma, que
en la posicién 25 presenta la sustitucion Gly—>
Asp (7).

Tres isoformas de uno de los alergenos de la
cucaracha americana muestran diferentes
frecuencias de unién a la IgE en asmaticos
alérgicos, Per a 3,0201 (47%), Per a 3,0202 (26,3%)
y Per a 3,0203 (94,7%). El cambio del aminoacido
serina por prolina en el epitope de la isoforma Per
a 3,0202 podria ser la causa de la menor
reactividad de este isoalergeno, ya que dicho
cambio parece alterar la estructura tri-dimensional
disminuyendo su alergenicidad (43). Una minoria
de los pacientes alérgicos al alergeno Am b a 1
presentan IgE especifica casi exclusiva-mente
hacia la isoforma Amb a 1.1 (15). Igualmente,
algunos alérgicos al Lolium perenne presentan
mayor reactividad al isoalergeno Lol p VA que al
Lol p VB (8). Clones de linfocitos T de diferentes
pacientes, especificas para Phl p 5 presentan
diferentes grados de reactividad frente a las
isoformas de este alergeno; mientras que unos
clones reaccionan contra la isoforma a, otros
reaccionan contra la isoforma b y hay unos que
no reaccionan frente a ninguna de las dos
isoformas (51). La heterogeneidad en la respuesta
de los LT frente a las diferentes isoformas ha
planteado la hip6tesis de que probablemente seria
necesario la utilizacién de una mezcla de
diferentes isoformas de alergenos recombinantes,
en vez de una sola, para poder reemplazar
ventajosamente, en la inmunoterapia, los extractos
alergénicos naturales por los alergenos
recombinantes.

El polimorfismo y la reactividad cruzada

La reactividad cruzada (RC) entre los alergenos
se presenta cuando éstos contienen epitopes
idénticos o similares. La RC entre alergenos tiene
algunas consecuencias desde el punto de vista
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Cuadro 4. Isoformas del alergeno Bet v 1*.

POLIMORFISMO EN ALERGENOS

Isoformas Unién ala IgE Estimulacion de los LT Prueba cutanea
A Alta Intermedia Alta

B Intermedia Alta Alta

C Intermedia NR NR

D Baja Alta Baja

E Alta Intermedia NR

F Intermedia NR Alta

G Baja NR NR

J Alta NR NR

L Baja Alta Baja

NR: no realizado
*Datos tomados de las referencias 13 y 45

clinico, por ejemplo; muchos pacientes presentan
sensibilizacion a determinada clase de alergeno
sin haber estado en contacto previo con él. Por
otro lado, la RC en algunos casos es la causa de
sensibilizacion a mudltiples alergenos; en estos
casos, el polimorfismo puede estar jugando un
papel; algunas isoformas contribuyen en alto grado
con la reactividad cruzada entre alergenos de
diferentes origenes mientras que, otras isoformas
intervienen en grado despreciable o muy bajo
(7,52). La reactividad cruzada entre los polenes
del Carpinus betulus y del abedul parece estar
dada fundamentalmente por las isoformas Car b
1.0201 y Car b 1.0204 sin contribucién de las
isoformas Car b 1.01 (7). De igual forma, la
reactividad cruzada entre los polenes del Holcus
lanatus y el Phleun pratense parece estar dada
fundamentalmente por ciertas isoformas como lo
sugieren los resultados con un anticuerpo
monoclonal producido contra el alergeno Phl p Vb
gue reacciona sélo con la isoforma rHol 1 5.01 y
no reaciona con larHol 1 5.02 obtenidas mediante
clonaje molecular del heno Holcus lanatus (52).
El papel del polimorfismo en la RC, asi como las
implicaciones que pueda tener en el diagnostico
y tratamiento de las alergias no esta
completamente establecido.

Uso potencial de los isoalergenos en la
inmunoterapia

En la respuesta alérgica, el alergeno se une a los
anticuerpos IgE que se encuentran anclados sobre
los mastocitos y basofilos a través de los
receptores de alta afinidad para la IgE. Esta union
provoca liberacion de sustancias mediadoras de

la inflamacién tales como histamina, leucotrienos
y prostaglandinas. El balance Th 1/Th 2 es
determinante en esta respuesta, los pacientes
alérgicos desarrollan el perfil especifico de
citocinas tipo Th 2. Por esta razén, los linfocitos
T son un blanco para la intervencion de las
enfermedades alérgicas. La caracterizacion
detallada de los epitopes T presentes en los
alergenos contribuiria a evaluar preparaciones
nuevas de alergenos de potencial uso en
inmunoterapia tales como péptidos sintéticos,
alergenos recombinantes o alergenos
recombinantes modificados.

Un alergeno contiene epitopes B y epitopes T,
los cuales constituyen generalmente estructuras
o regiones diferentes sobre la molécula del
alergeno que determinan su capacidad de unién
a la IgE circulante y la anclada sobre un linfocito
B, o la capacidad de ser reconocido por los
linfocitos T a través de su receptor de antigenos,
respectivamente. En la inmunoterapia actual se
aplican dosis repetidas del alergeno, cada vez
mayores, hasta lograr un estado de tolerancia (53),
dicho esquema presenta el riesgo de anafilaxia
que se desencadenaria por la degranulacion de
los mastocitos al unirse los epitopes B del
alergeno a la IgE anclada sobre su membrana.
El hecho de que algunas isoformas de alergenos
presentes en la naturaleza mostraran nula
capacidad de union a la IgE pero buena capacidad
inmunorreguladora de los linfocitos T (13), ha sido
aprovechado y, mediante ingenieria genética, se
han obtenido variantes hipoalergénicas, las cuales
no tienen la capacidad de unirse a la IgE pero
reconocen los epitopes T.
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Las personas en inmunoterapia presentan una
disminucioén de las citocinas correspondientes al
perfil Th 2 y aumento de IL 2 e interferon gamma
caracteristicas del perfil Th1, también se presenta
un aumento en los niveles de anticuerpos
protectores tipo I9G. Se cree que los beneficios
de la inmunoterapia en el tratamiento de las
alergias involucra una modulacion de la respuesta
inmunoldgica, en la cual entre otros factores, las
dosis aplicadas son importantes (53). Sin
embargo, al aumentar la dosis del alergeno también
se aumenta el riesgo de anafilaxia con el
tratamiento. En ese sentido, hay resultados
promisorios in vitro e in vivo con las isoformas
hipoalergénicas del Bet v 1 que muestran una baja
unién a la IgE pero una alta capacidad para
estimular los linfocitos T (13,50). La utilizacién de
esas isoformas puede ofrecer un tratamiento mas
seguro de las alergias. Estas isoformas pueden
ser aplicadas en mayor dosis con menor o ningun
riesgo de anafilaxia pero conservando la
capacidad inmunomoduladora que genera
proteccion. Ferreira y col. (54) estudiaron,
mediante mutagénesis dirigida, la contribucion de
algunos aminoécidos en el alergeno Bet v 1, sobre
la union a la IgE. Las sustituciones introducidas
disminuyeron la unién a la IgE de pacientes
alérgicos al Bet v 1, de igual forma se obtuvo una
disminucion en la reactividad mediante la prueba
cutanea. Al mismo tiempo, los ensayos de
linfoproliferacién demostraron que esas
sustituciones no afectaron la respuesta de los
linfocitos T. Igualmente, péptidos sintéticos entre
28 y 32 aminoacidos de largo, derivados de los
epitopes B del Ph1 1, no tienen la capacidad de
union a IgE debido a la pérdida de la estructura
secundaria y terciaria, los péptidos individuales o
la mezcla de ellos no mostraron alergenicidad en
pruebas cutédneas y prueba de liberacién de
histamina en pacientes alérgicos al polen del
abedul. Igualmente, en ratones y conejos, los
péptidos indujeron una respuesta protectora tipo
1gG (55).

Fragmentos recombinantes de alergenos que
contienen epitopes T pero sin epitopes B pueden
inducir anticuerpos in vivo que previenen la unién
de la IgE, de pacientes alérgicos, a la molécula
completa del alergeno. Los estudios in vitro e in
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vivo mostraron que fragmentos recombinantes de
Bet v 1 representando los aminoacidos 1 a 74 y
75 a 160 de la molécula, perdieron la capacidad
de unién a IgE y mostraron, mediante pruebas
cutaneas en alérgicos, cien veces menor
alergenicidad que el alergeno completo. Sin
embargo, los fragmentos conservaron la capacidad
de inducir la proliferacion de LT de pacientes
alérgicos al abedul. Estos fragmentos
administrados en ratones y conejos indujeron
anticuerpos que inhibieron la union de la IgE de
pacientes alérgicos a la molécula recombinante
completa (56). Comparado con el recombinante
completo, estos fragmentos tienen significativa-
mente menor capacidad de activacion de los
eosindfilos y de liberar mediadores pro-
inflamatorios (eotaxina, histamina, proteina
catidnica de los eosonifilos y GM-CSF) y citocinas
tipo Th 2 (IL4, interferon gamma) (57). Estos
resultados sugieren que estos fragmentos pueden
ser buenos candidatos para la inmunoterapia de
alergia al abedul.

En modelos de ratones con asma alérgica, se ha
experimentado la utilidad de la induccion de
tolerancia usando la mucosa oral o nasal como
via de aplicacion de los alergenos y péptidos
hipoalergénicos con resultados alentadores:
Weidermann et al. (58) hallaron que el tratamiento
intranasal con los fragmentos hipoalergénicos del
Bet vl previno la respuesta alérgica y la
inflamacién de las vias respiratorias a la
sensibilizacién con la molécula completa del
alergeno. Las mucosas ofrecen una via importante
para la induccién de tolerancia a alergenos (47),
la modulacién de la respuesta inmunolégica
favoreciendo la expresion del perfil Thl mediante
la administracion oral y bronquial de los alergenos
nativos o recombinantes ha sido reportado en
modelos animales en otros estudios (45,48).
Péptidos o isoformas completas hipoalegénicos
administrados por estas vias parecen ofrecer una
estrategia segura y conveniente para el
tratamientode las alergias. No se conocen ensayos
clinicos con estos péptidos o isoformas
hipoalergénicas, pero los resultados in vitro e in
vivo en modelos animales y pruebas cutaneas en
humanos indican que esta fase de los estudios
puede estar muy préxima.
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También se ha ensayado en animales vacunas
de ADN usando isoalergenos; plasmidos de ADN
con la secuencia de la isoforma Bet v la en
combinacion con secuencias CpG se ha ensayado
en modelos animales como un tipo novedoso de
inmunoterapia antigeno especifica basada en
inmunizacién con ADN, los resultados fueron
alentadores ya que este esquema favorecio el
desarrollo de la deseada respuesta Thl (59).

La composicion alergénica de un extracto natural
destinado al diagnéstico debe reflejar, en gran
medida, la composicién antigénica del material
gue sensibilizé al paciente. Por tanto, se espera
que el extracto contenga todos los alergenos o
epitopes que participaron como sensibilizantes
primarios. Los extractos alergénicos naturales se
preparan con fuentes alergénicas, provenientes
de regiones determinadas, que pueden contener
formas polimérficas diferentes a las presentes en
fuentes alergénicas similares pero obtenidas en
regiones geograficas distintas y también usadas
para la preparacién de extractos alergénicos. Por
tanto, la definicion de un estandar o patrén
internacional, que sirva de referencia para la
equipotencia alergénica de los extractos, puede
verse afectada si no se tiene en consideracion
este hecho dado por las diferencias regionales en
el polimorfismo. Los efectos que estas variaciones
pueden tener en la preparacién de extractos para
uso en el diagndsticos y en el tratamiento no han
sido evaluados suficientemente. Sin embargo, si
un extracto no presenta las isoformas presentes
en el material sensibilizante o si una de ellas esta
en baja representacion, la capacidad diagnéstica
del extracto podria ser afectada desfavorablemente.

Los anticuerpos monoclonales que actualmente
se utilizan en la estandarizacién de extractos
alergénicos pueden ser de limitada utilidad en la
cuantificacion de alergenos polimérficos. Si los
monoclonales reconocen epitopes comunes en
las diferentes isoformas no podrian diferenciar
entre las isoformas que estan en baja
concentracion de las que se encuentran en mayor
concentracion. Por otro lado, si los anticuerpos
monoclonales son especificos para determinadas
isoformas su utilidad también seria limitada si no
se cuentan con otros anticuerpos monoclonales
especificos para las diferentes isoformas. Por

POLIMORFISMO EN ALERGENOS

tanto, es importante realizar estudios que permitan
identificar las diferentes isoformas presentes en
los alergenos y las posibles diferencias regionales
en la distribucion del polimorfismo.

Conclusiones

Los alergenos son moléculas que tienen la
particularidad de unirse a la IgE y provocar alergia.
Una molécula alergénica contiene determinantes
antigénicos, los cuales son estructuras
involucradas directamente en la unién a los
linfocitos B a la IgE circulante y a los linfocitos T.
Los epitopes de naturaleza no proteica como los
grupos de azucares no son muy frecuentes pero
adquieren importancia cuando median la
reactividad cruzada entre diferentes alergenos. La
mayoria de alergenos son de naturaleza
polipeptidica y pueden estar afectados por el
fendmeno del polimorfismo, lo cual puede
reflejarse en que inducen una respueste inmune
con diferentes caracteristicas.

Debido a los progresos en la tecnologia del ADN
recombinante, particularmente en el clonaje de
genesy la expresién de proteinas, muchos genes
de alergenos se han clonado y la correspondiente
proteina obtenida en forma recombinante. Esto
ha permitido caracterizar muchos alergenos y
conocer en detalle el fenémeno del polimorfismo
que presentan. El polimorfismo es comun en los
alergenos de los acaros, pélenes, cucarachas y
otras fuentes. Debido a la presencia de diferentes
alelos o a familia de genes relacionados, un
alergeno puede presentrase en varias formas con
pequefias diferencia a nivel de uno o muy pocos
aminoacidos. Las pequefias diferencias en la
secuencia de aminoacidos pueden afectar la
conformacién de los epitopes. Por ejemplo:
algunas de las sustituciones de aminoacidos
tienen efecto sobre epitopes reconocidos por los
linfocitos T, por los anticuerpos monoclonales o
por la IgE de pacientes alérgicos; estas
sustituciones afectan, en algunos casos, la
actividad alergénica de las isoformas; también
pueden afectar el grado de reactividad cruzada
con otros alergenos.

Varias isoformas y péptidos hipoalergénicos,
producidas mediante clonaje molecular y
mutagénesis dirigida, se han investigado mediante
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pruebas de RAST, pruebas cutaneas en humanos
y la induccién de tolerancia en modelos de
animales. Los resultados obtenidos sugieren un
potencial uso favorable en la inmunoterapia para
el tratamiento de las alergias. La inmunoterapia
con estas formas hipoalergénicas ofrece un
enfoque mas seguro ya que elimina el riesgo de
la anafilaxia existente con el uso de los extractos
alergénicos naturales; se esperan los primeros
ensayos clinicos que confirmen estos resultados.

La materia prima usada para la preparacion de
extractos alergénicos puede reflejar la distribucién
geogréfica del polimorfismo que se expresa en la
fuente natural del alergeno. Asi, alergenos de una
misma fuente pero originaria de diferentes
regiones pueden estar constituidos por diferentes
proporciones de isoalergenos. Este hecho puede
dificultar la estandarizacion de extractos
alergénicos destinados al diagnostico, como
también la definicion de un estandar internacional,
lo cual no se ha evaluado suficientemente. Los
anticuerpos monoclonales que se utilizan en la
estandarizacion de extractos alergénicos pueden
ser de utilidad limitada si no se conoce su perfil
de reactividad frente a las diferentes isoformas
que pudieran constituir el alergeno de interés.
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