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M Resumen

En el momento actual la disponibilidad de alérgenos recombinantes y purificados permite determinar IgE especifica frente a diversos
componentes alergénicos. De esta manera es posible diagnosticar el perfil de sensibilizacion individual de cada paciente. La técnica de las
micromatrices (microarrays) permite determinar IgE especifica frente a multiples alérgenos a un tiempo en un mismo paciente con una
minima cantidad de suero e incluso permite en una misma muestra de suero determinar IgG e IgM frente a los mismos alérgenos. Ya se
estan desarrollando no sélo determinaciones de anticuerpos sino ensayos de activaciones celulares en micromatrices. Ademas ayudara a
explicar reacciones cruzadas, facilitara realizar una evaluacion a sujetos en los que no podemos realizar pruebas cutaneas. Va a significar
un gran impulso para el desarrollo de la Inmunoterapia dirigida exactamente a las sensibilizaciones de cada paciente, consiguiendo formas
especialmente hipoalergénicas con gran poder inmunogénico, mejorando la seguridad y la eficacia de la inmunoterapia. Finalmente, estas
técnicas van a facilitar la comprension de la fisiopatologia de las enfermedades alérgicas.
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Introducciéon

Al hablar de nuevos métodos diagndsticos, es bueno no
perder la perspectiva histérica. En los afios treinta Alexander
Francis afirmaba que “Las pruebas cuténeas eran sencillas y
fascinantes; y las vacunas con las que se inmunizaba contra
laproteina que se habia descubierto como causante delos sin-
tomas Ilegd a ser tan popular como tratamiento universal, que
se pensaba que se tenia a acance la curade todas las formas
de asma’ [1]. Afios mas tarde, € descubrimiento de la IgE
produjo controversias entre los que defendian lafiabilidad de
laspruebas cutaneasy los que apoyaban el diagndsticoin vitro,
detal formaque sellegd aafirmar en un editorial que ladeter-
minacion de la IgE especificaiba a“reemplazar rapidamente
las primitivas pruebas cutaneas en la clinica préctica’ [2].
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Quizacon el diagnostico molecular ocurralo mismo. Pero
lo que no puede ponerse en dudaes que cuando parainvestigar
su propiapolinosis, Charles Blakely serealizo6 por primeravez
unaprueba cutaneaasi mismo con poleny cuando Kimishige
y Teruko Ishizaka por una parte y Johansson por otra descu-
brieronlalgE, fueron hitosenlacomprensiény el tratamiento
de las enfermedades al érgicas.

Diagndstico molecular
A fina de los afios ochenta cuando se clono el primer
alérgeno [3] se abrid unanueva etapa para producir al érgenos

recombinantes purificados para el diagnostico y tratamiento
de enfermedades alérgicas [4].
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Hasta ese momento se podia saber aqué fuente alergénica
era sensible un paciente, con el diagndstico molecular o por
componentes se puede diagnosticar el perfil de sensibilizacion
individual, esto es, qué partes del alérgeno reconoce cada
paciente. En estos Ultimos afios se han ido caracterizando y
produciendo los aérgenos més relevantes a nivel molecular,
lamayoriahan sido producidos como proteinas recombinantes
[5, 6]. Sin embargo, conforme hanido apareciendo los distintos
alérgenosrecombinantesy purificados, el nimero es creciente
y se hace casi imposible estudiar en un mismo paciente todos
|os recombinantes de familias relacionadas.

Posteriormente | os esfuerzos han estado y estan dedicados
acomprobar quelos al érgenos recombinantes o al érgenos natu-
rales que se disponen son los que real mente reconoce lal gE del
paciente y que desencadenan sintomas. Se trata de comprobar
que poseen un perfil de reconocimiento por los epitopes de IgE
similar al delos alérgenos que hasta ahora se habian estudiado.
Ademas, se esta determinando qué panel de aérgenos es €
representativo para una determinada sensibilizacion [7].

Fundamento de la técnica

L asmicromatrices o biochips nacieron como unaherramien-
ta para poder analizar expresion génica en genomas. Desde su
introduccion aprincipiosdelosnoventa, latécnicade DNA con
micromatrices se ha aplicado para determinar &cido nucleico,
y del DNA se past a analizar expresion de RNA. Este paso se
precisabaentre otrasrazones porque al estudiar expresion génica
se necesitaban herramientas cadavez més capaces paraestudiar
expresion de proteinas a nivel intracelular. Se desarroll6 asi la
técnica de micromatrices para proteinas adoptandose lamisma
técnica de micromatrices que comenzo para DNA.

En sintesis se trata de un inmunoensayo multiple en una
fase solida donde las proteinas (aérgenos recombinantes o
naturales purificados) son inmovilizadas en esa fase soliday
cantidades minimas de suero son incubadas con estas proteinas
en condiciones estandar. L os anticuerpos presentesen el suero
son captados por los distintos alérgenos, y tras un lavado para
eliminar las sustancias que no se han unido, se detectan los
anticuerpos por un segundo anticuerpo anti-isotipo marcado
por fluorescencia o por un enzima que se detectard mediante
un laser o mediante quimioluminescencia.

Hasta ahora se determinaba la | gE especificaal érgeno por
alérgeno, y con esta técnica se determinan mdltiples compo-
nentes alergénicos en una misma muestra de suero, es mas,
puede determinarse en esamismamuestrade suerono sdlo IgE
sino 1gG, IgM e IgA a mismo tiempo y en el mismo ensayo
frente alos mismos alérgenos.

Como en e micromatrices de DNA, se construye sobre
superficies planas como por jemplo portas de cristal de alta
calidad de las mismas caracteristicas que el empleado parami-
croscopia Optica. Paralainmovilizacion de laproteina sobre el
cristal [8,9] se modificalasuperficie por g emplo con estructuras
de nitrocelulosa o similares ahidrogeles. Los distintostipos de
proteina (recombinantes, anticuerpos, péptidos, o heptameros)
se depositan en espacios micrométricos mediante robética—en
el momento actual mediante robética pueden depositarse hasta
30.000- paraque posteriormente puedatener lareaccion con li-
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gando cuyaunién serddetectadamediante anti cuerpos marcados
con fluorescencia, tinciones o técnicas combinadas. Lafluores-
cencia habitualmente se detectara mediante | 4ser. Paracalcular
y analizar de forma semicuantitativa el resultado debe contarse
con un software que compara la fluorescencia de los a érgenos
problemas con una curva de concentraciones conocidas de IgE
con lo que se extrapola el resultado del problema.

En general el proceso completo duracomo méximo cinco
horas y no tiene dificultad técnica. El nimero de pacientes
dependera del nimero de portas que se procesen alavez. En
el caso de IgE especifica con la técnica que empleamos los
autores del prototipo de VBC-Genomics, en cadaportapueden
analizarse cuatro pacientes.

El concepto de una reaccion de ligando para proteinas
se publico por primera vez hace quince afios [10]. No pudo
Ilevarse a cabo hasta ahora por ladificultad deinmovilizar en
espacios tan pequefios proteinas debido a su tamafio, cargay
estructura tridimensional. No fue hasta diez afios después en
que se publico por primera vez el empleo de micromatrices
con alérgeno crudo en cristales convencionales amplificando
lasefial [11] y posteriormente el equipo de Kim lo realizé en
un chip en base de nitrocelulosa [12]. Ademas, se afiade la
dificultad de que en el proceso de inmovilizacion la proteina
puede desnaturalizarse y para el reconocimiento por parte de
lalgE esvital mantener laestructuraterciaria.

Se trata en resumen de un enzimoinmunoensayo indirecto
semicuantitativo de IgE especifica. Laprincipa ventgjafrentea
otrosmétodos es que permiterealizar unadeterminacion miltiple
de IgE especificafrente aun panel de componentes alergénicos
que se podra ir ampliando. Reconoce los anticuerpos IgE del
paciente mediante un anticuerpo secundario que se marca con
fluorescencia. Como hemos explicado anteriormente un panel
de a érgenosrecombinanteso naturalesseinmovilizaen un chip,
lasdimensiones del cristal son manejables paratrabajar, yaque
tienen el tamafio de un porta. En € que se dispone actual mente,
cadaal érgeno estafijado a portapor triplicado paraasegurar re-
producibilidad del ensayo. Lacantidad de suero que seprecisaes
de 50 microlitrosjunto con | os calibradores, cadapocillo donde
sesustentael alérgeno estarodeado de Teflon paraevitar quese
desborde la muestra. Cada pocillo contiene la misma cantidad
dealérgeno por s sequieren posteriormente estudiar diluciones.
El nimero de al érgenos que pueden inmovilizarse mediante esta
técnica es préacticamente ilimitado (Figura).

Figura. Los pasos de la técnica son un lavado previo para eliminar todos
aquellos enlaces no covalentes que puedan estar unidos a los alérgenos,
se aplica entonces 50 microlitros de suero, se deja incubar y tras un lavado
corto se aplica el anticuerpo marcado mediante fluorescencia y tras un
segundo lavado se escanea el cristal con un laser.
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Tabla 1. Lista de alérgenos disponibles

Alimentos Arboles Acaros L &tex
Kiwi nActdl Alng1.0101 Derfl Hev b
Derf2 10.0102
nActd?2 Bet v 1.0101 Derpl Hev b 6.02
nActd5 Bet v 1.0401 Derp2 Hev b 7.02
nActd8 Bet v 2.0101 Der p 10.0101 Hev b 8.0204
nActdl Cor a1.0103 Dersl Hev b 11.0101
nActd?2 Cupal Hev b 1.0101
Oleel Epitelios animales Hev b 3.0101
Apio Api g 1.0101 Olee2 Canfl Hev b 5.0101
Pho d 2.0101 Canf3 Hev b 0.0101
Leche Bosd 4 Plaa2 Feld1
Bosd 6 Plaa1.0101
Bosd 7 Hongos
Bosd 8 Gramineas Alta1.0101
Bosd Lactoferrin Cynd12.0101 Alt a6.0101
Bosd 8 alpha S1 Lolpl Aspfl
Bosd 8 beta Phl p 1.0102 Clah8.0101
Bosd 8 kappa Phl p 5.0101
Bosd 5.0102 Phl p 12.0101
Bosd 5.0101 Phl p 2.0101 Cucaracha
Cor a8 Phl p 6.0101 Blag 2.0101
Zanahoria Dau ¢ 1.0103 Phl p 7.0101 Blag 5.0101
Huevo Gadl Per a7.0101
Gal d2
Ga d3 Malezas
Gad4 Artv 1 Anisakis
Gal d5 Hel a2.0101 Ani s3.0101
Manzana Mal d 1.0108 Mer a1.0101 Ani s1.0101
Gamba Peni 1 Par j 1.0103
Penm1 Par j 2.0101 Himendpteros
Melocoton Prup1 Par j 3.0102
Prup3 Apim1
Trigo Tri al8 Api m4
Tri a19 Gliadina Marcador de CCD*
Tri 219.0101 Anac?2
Tri aaA_TI
Anacardo Anao2.0101
Sésamo nSesil
Nuez Brasil rBerel
Cacahuete nArah 1
nArah 2
nArah 3
rArah8
Avellana rCor a1.0401
rCor a8
nCor a9
Soja rGly m4
NGly m b-conglycinin
nGly mglycin

* Carbo-hydrate Cross Determinants.
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Correlacion con determinacion de IgE
especifica

Existen varios estudios que exploran la correlacion de la
técnica de micromatrices con las empleadas hasta ahora. El
primer estudio compara la técnica de micromatrices con la
técnica de florescencia producida por VBC-Genomics con €l
sistema de CAP de Phadia para tres aérgenos de gramineas,
abedul y &carosy encuentraunacorrelacién mayor de 0.9 [13].
Lebrun [14] publicé los resultados empleando una técnica
colorimétrica frente a al érgenos comunes detectando niveles
de | gE especificamenores que el punto de corte aceptado para
latécnica convencional de 0.35Kul/l.

Més recientemente Wohrl y cols. [15] han publicado los
resultados comparando micromatrices con la técnica ISAC
version CRD-50 también de VBC-Genomics y UniCAP de
Phadia demostrando que el diagndstico de recombinantes era
igual de sensible queladeterminacion de a érgenos completos
mediante UniCA P para pacientes al érgicosagramineas, gatoy
abedul. Con &caros aunque menos sensible seguiateniendo una
sensibilidad y especificidad altas mientras que menos sensible
para detectar a pacientes sensibles alaArtemisia.

Beneficios

Resumimos las ventgjas en la Tabla 2.

Un primer beneficio es que permite analizar hasta varios
cientos de alérgenos a la vez, con una minima cantidad de
muestra, Unicamente 50 microlitros de suero y todo ello en un
Unico andlisis. En el caso de VCB-genomics en el momento
actual son 103 alérgenos por chip (ver en Tabla 1 lalistade
alérgenos). En definitiva, permite presentar alalgE el mayor
ndmero posible de epitopes reconocibles. Estatécnicapermite
también andlizar distintasfluorescencias, por lo tanto esposible
medir en el mismo ensayo IgE especificae IgG por gemplo.

Lasegundaventajaesquefacilitael diagndstico basado en
componentes [15-17], que permite determinar de una forma
mucho mas precisa qué alérgeno reconoce un paciente, ayuda
aexplicar reacciones cruzadasy resuelve enigmas como el de
los pacientes con positividades a multiples pélenes alos que
nunca ha estado expuesto y aparentemente poco relacionados
cuya explicacion esla sensiblizacidn a panalérgenos. Por los
meétodos tradicional es seria préacticamente imposible analizar

Tabla 2. Ventajas de la técnica de micromatrices.

Simplicidad

Escaso volumen de muestra

Flexibilidad

Elevado rendimiento

Elevada capacidad de produccion
Necesidad de escasa cantidad de alérgeno
Escalabilidad

Automatizacion
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€l panel de recombinantesy alérgenos natural es para presen-
tarlo aun nimero significativo de epitopes, por otra parte las
mol éculas quizano tengan lamismareactividad inmunol 6gica
que €l alérgeno natural completo.

Otro gran beneficio de estatécnicaesquefacilitalarealiza-
€ion de un screening a sujetos en los que no se pueden realizar
pruebas cutaneas como es €l caso de pacientes con dermatitis
atépica grave, dermografismo, nifios o por la intensidad de
lareaccion.

Inmunoterapia

Un campo en que la aportacion de esta técnica va a ser
esencial es en el desarrollo de la composicién de lainmuno-
terapia. Hasta ahora empleamos los extractos de alérgenos,
gue consisten en una mezcla de componentes alergénicos y
no alergénicos, son dificiles de estandarizar y no se gjustan al
perfil de sensiblizacidn de cadapaciente. Yaque en el momento
actua lainmunoterapia puede contener alérgenos alos que el
paciente no es sensible, o bien contener dosisinsuficientes de
los alérgenos relevantes para el paciente, o, lo que esmésim-
portante, pueden faltarle precisamente aguellos componentes
alos que es méas sensible. Finalmente, lainmunoterapia con
extractos completos junto con el poder inmunogénico tiene
poder alergénico que conllevaun riesgo de presentar reacciones
de hipersensiblidad.

Hay trabaj os que demuestran quelainmunoterapiadirigida
frente a alérgenos recombinantes es eficaz y segura [18-21],
permitiendo ademés formas especialmente hipoal ergénicas
con gran poder inmunogénico, por |o que se megjorara en un
futuro cercano la calidad, la seguridad y la eficacia de lain-
munoterapia [21]. Permitird ademés investigar el mecanismo
de lainmunoterapia

Para esto hay que demostrar que tienen el mismo poder
que los a érgenos naturales completos y que el panel de alér-
genos recombinantes abarcatodos | os epitopes que reconocen
las células B y células T. En €l caso de las gramineas se ha
demostrado que inmunizando con un panel de cinco recom-
binantes (Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5a, Phl p 5b) [22] o bien con
ese panel més Phl p 6 [23] se reduce significativamente los
sintomasy seinduce unarespuestal gG especificafrenteaestos
aérgenos muy intensa [24]. De forma similar se comportan
los alérgenos de abedul.

Aungue con alérgenos de acaros se obtiene un nimero
mucho mayor de recombinantes, también se ha demostrado
que combinando un panel de recombinantes seconsigueinhibir
de formacompletalaunién de IgE al alérgeno completo [25],
luego se demuestra que |os a érgenos recombinantes pueden
sustituir a extracto natural y que varios recombinantes son
suficientes para el diagnéstico. En el caso de pacientes sen-
sibles a &caros ya permite conocer s estan sensibilizados a
grupo 1y grupo 2 0 s por lo contrario tienen sensiblizacion a
tropomiosinalo que constituiria una contraindicacion parala
inmunoterapiacon extractos de &caros que contengan a érgenos
delosgrupoly 2.

Incluso se ha demostrado una gran capacidad inmunogé-
nica de hibridos de recombinantes de fuentes aergénicas no
relacionadas [26].

© 2008 Esmon Publicidad
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Otras aplicaciones de las micromatrices
en Alergologia

Recientemente se ha publicado una forma innovadora de
aplicar latécnica de micromatrices en €l diagnostico de aer-
gologia [27]. Se basa en la técnica del test de activacion de
basdfilos que consiste en analizar la expresion de marcadores
de activacion del basofilo como CD63 tras el estimulo con los
diferentes alérgenos [28,29]. Los autores eliminan la IgE de
basdfilos humanos madurosy de unalineacelular basofilicay
los resensibilizan con suero de pacientes a érgicosagraminess,
determinando entonces expresién de CD63 traslaincubacion.
Encuentran ademés que lalinea celular responde de lamisma
forma que los bastfil os adultos de sangre periférica. Son re-
sultados que deben ser reproducidos y confirmados por otros
grupos, pero es unamuestra de la capacidad de desarrollo que
vaatener los micromatrices.

La inmovilizacién de basdfilos se consiguio por e de-
sarrollo del micromatrices para el diagnostico de tipaje de
leucemias.

El concepto de esta técnica en que lapresenciade IgE es-
pecifica no implica necesariamente que sea capaz de puentear
losreceptoresde IgE de basofilosy mastocitosy desencadenar
sintomas, indica simplemente que esté sensibilizado. Esta
técnica cuantifica la activacion del basofilo que un alérgeno
determinado ha producido mediantelaunion alalgE especifica
presente en el suero del paciente estudiado, no sélo lapresencia
en suero de I gE especifica

Futuras aplicaciones

La primera aplicacion serd el descubrir nuevos pacientes
gue hasta ahora eran catalogados como no alérgicos ya que
algunos alérgenos recombinantes no estan presentes en los
extractos al ergénicos que venimos empleando.

En lo que se refiere a alergia alimentaria es especial-
mente importante ya que podria permitir desarrollar pane-
les que incluyan al menos el conjunto de proteinas a que
estamos expuestos en una determinada dieta y a las que
pacientes que provengan de un area geogréfica estén méas
expuestos, esto se esté desarrollando en otras dietas como
la britanica[30].

Finalmente, estatécnicapuede permitir establecer valores
predictivos para severidad de sintomas — como ya se estéd ha
ciendo con las LTPsy la andfilaxia- 0 con la probabilidad de
gue una sensiblizacién alimentaria en nifios desaparezca con
el crecimiento. Y ofrecer una composicion de inmunoterapia
adecuada.

| dealmente un método diagndstico in vitro (ademéas de las
condiciones de reproducibilidad y fiabilidad) debe ser mini-
mamenteinvasivo capaz de ofrecer a clinico unainformacion
extensay aplicable.

Esta técnica debe validarse, y realizarse estudios con
amplios cohortes de poblacion analizando y correlacionando
parametros clinicos. Mientras tanto, no podemos dejarnos
[levar por un entusiasmo ciego, pero tampoco desaprovechar
la oportunidad de posicionar al especialista en alergologia.

© 2008 Esmon Publicidad
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