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RESUMEN

Los padecimientos atdpicos son una condicién comin en muchas partes del mundo,
por lo cual han cobrado una gran imporiancia en |a actualidad pues se estima que de
un 10-20% de la poblacion general presenta problemas de esta indole. Las reacciones
de hipersensibilidad tipo | al Dermatophagoides spp. del poivo casero, son las alergias
mds comunes en la clinica y son la causa més importante de enfermedades tales como
rinitis atdpica y perenne, asma y dermatitis atépica.

Estudios epidemiol6gicos realizados en la ciudad de México reportan la presencia de la
especie D. pleronyssinus tanto en casas de pacienles alérgicos como en la de
individuos sanos. Por otra parte entre 60-70% de los pacientes que acuden a los
servicios de alergia de los hospitales de la ciudad presentan reaccion dérmica positiva
a extractos de polvo y/o caros.

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la respuesta inmune humoral de
individuos alérgicos con tratamiento desensibilizante y de pacienles no tratados y
hacer una comparacién de dicha respuesta con algunos de los convivientes de estos
pacientes, los cuales, son personas que habitan en el mismo domicilio, tienen
caracteristicas genéticas comunes, estan expuestos a los mismos alergenos, pero no
manifiestan sintomas de enfermedad.

De acuerdo a los datos oblenidos en este estudio, los convivientes de los pacientes
alérgicos no reconocen con IgG1 e 1gG4 a los antigenos de los diferentes extractos, lo
cual es una respuesta diferente respecto a la de los pacientes con y sin tratamiento
que si los reconocen, con una p<0.005. Por otra pare, se detecta mayor
reconocimiento hacia los antigenos de los diferentes extractos con la subclase IgG1 y
en menor grado con IgG4, en relacion al ndamero de individuos con respuesta positiva,
como en los niveles de anticuerpo. Ademés, el tratamiento desensibilizante si modifica
la respuesta de anticuerpos IgG4, ya que en €l grupo tratado se incrementa a més del
doble su respuesta de anticuerpos en comparacion al grupo no tratado, con una
p<0.005. El hecho de que la mayoria de los pacienles alérgicos presenten
reconocimiento hacia el exiracto de cullivo de acaros, plantea la posibilidad de su
aplicacion en el diagndstico y/o tratamiento de eslas enfermedades.



1, INTRODUCCION

Los padecimientos atdpicos han cobrade en la actualidad mayor importancia, se estima
que entre un 10-20% de {a poblacion general presenta problemas de esta naturalezs,

por fo que es necesario un nuevo enfoque en el manejo de dichas enfermedades

(Crowle et al, 1988).

Las reacciones de hipersensibilidad tipo | a acaros (Dermatophagoides spp.) de palvo
domeéstico, son las alergias mas comunes en la clinica. Los alergenos derivados de
estos 4caros han mostrado ser los més frecuentes, afectando principaimente a grupas
susceptibles ds la poblacidn infantil y juvenil, y son la causa mas importante de

enfermedades alérgicas coma asma, dermatitis y rinitis atépica (Bonini et al, 1994).

La atopia es una condicién muy comin en casi todos los paises y puede ser vista en
general como una susceptibilidad "no comprometida”’, caraclerizada por la capacidad
del individuo para producir altos niveles de anticuerpos IgE e 1gG4 y para regular
positivamente los procesos inflamatorios. En la atopia los faclores ambieniales tales
coma calidad, intensidad, rula y duracién de la exposicidn al alergeno pueden ser mas
relevanies que ios factores genélicos en causar una respuesta efectiva a los alergenos

(Bonini et al, 1994).



El polvo de la casa es una mezcla de fibras vegetales y animales, productos de
descamacion, epidermis del hombre y animales domésticos, y una gran variedad de
materias organicas, algunas de ellas incluyen proteinas solubles, restos de alimentos,
plantas, hongos y bacterias. Cuando estas proteinas son inhaladas, pueden producir
fendmenos de hipersensibilidad inmediata en personas susceptibles. Los acaros de la
familia Pyroglyphidae del género Dermatophagoides viven en Intima asociacién con el
hombre y son la principal fuente de alergenos en el polvo de la casa (Cunnigton et al,

1987; Geissler et al, 1986),

Kern (1921) y Cooke (1922) fueron los primeros investigadores que dedicaron su
atencion a las propiedades alergénicas de los factores caseros, al descubrir casos de
asma bronquial condicionados por la sensibilizacién al polvo casero (Frandkin et al,

1988).

Castellani en 1921, reporta por primera vez varios casos de enfermedades de la plel
con complicaciones pulmonares ocasionados por dcaros. También por esas fechas
Ston van Leewen describié algun caso de asma bronquial causada por la inhalacién de

polvo infestado por Acarus ciro (Novoa et al, 1975).

Diferentes enfermedades han sido asociadas con la sensibilizacién a los alergenos
derivados de &caros de polvo casero, siendo las més importantes, la rinitis perenne, la
dermatitis atdpica y el asma (Anderson et al, 1989). Para muchos alergenos, Ila

evidencia mas convincente de que la exposicién causa la enfermedad, viene de la



asociacion lemporal entre la exposicidon al alergeno y l0s sintomas; sin embargo, la

asociacion no es clara en todos los casos (Platts-Mills et al, 1988).

Los &caros tienen interés médico por ser productores de enfermedades, ser vectores
de otras y dar reacciones de hipersensibilidad culdnea o asmética. De estos los
géneros involucrados son: Tyroglyphus, Glyciphagus, Acarus y Dermatophagoides

(Platts-Mills et al, 1989).

En la literatura de la alergologla de los afios 60, aparecieron una serie de trabajos que
indican la importancia de los microdcaros en el desarrollo de la sensibilizacion y las
manifestaciones de las reacciones al polvo casero en los pacientes con enfermedades
alérgicas y de los drganos del oldo, nariz y laringe. Voorhorst et al, (1964); encuentran
la presencia de dcaros del género Dermatophagoides en el polvo casero y sugiere que
son la fuente mas imporiante de antigenos contenidos en el polvo (Frandkin et al,
1988). El registro de reacciones alérgicas surgido en respuesta a la aplicacion de un
exfracto de 4caros cultivados en un medio especial fue realizado hace mas de 60 afios,

Varekam (1925) (Frandkin et al, 1988, Haida et al, 1985).

El papel de los &caros de la familia Pyroglyphidae como la fuente mds importante de
alergenos de! polvo casero fue establecido en los afios 70. Desde aquel tiempo,
evidencias para la sensibilizacidn con alergenos de acaros en pacientes con asma han
sido reportadas en varias parles del mundo. Por consiguiente, se ha progresado en el

entendimiento de la forma en la cual los alergenos contribuyen al desarrollo de



patologias alérgicas. En los Ultimos afos varios alergenos de acaros se han
identificado, caracterizado, purificado y de algunos de ellos se ha clonado su
secuencia génica; ademds, el conocimiento actual de fa biologfa de los dcaros también
ha permitido e! desarrolio de prolocolos para reducir la cantidad de acaros y alergenos
en el polvo casero. Finalmente, es posible medir_alergenos de &caros en el polvo
casero con ensayos lo suficientemente sencillos para su uso en la invesligacion y en la

practica clinica (Platts-Mills et al, 1989).

EPIDEMIOLOGIA

Desde el descubrimiento de los alergenos de! polve casero alrededor de 1920, hasta el
trabajo clasico de Voorhors!, et al (1964), en el cual concluyeron que el &caro
Dermalophagoides pteronysinnus es el origen de los alergenos del polvo casero, En
muchas partes del mundo se ha aceptado la asociacién enlre los dcaros del polvo y a

alergenicidad det mismo.

Se ha encontrado que un 10% de la poblacidn abierta y mas del 90% de los asméticos,
dan reacclones dérmicas usando extractos de cultivos del acaro D. pteronysinnus

(Tovey et al, 1881).

Dos géneros de la familia Pyroglyphidae, Dermatophagoides y Euroglyphus, son
comunes y predominan en regiones templadas y tropicales del mundo. A su vez, dos

especies del género Dermatophagoides se reportan como la fuente mas imporiante de

.....



alergenos en el polvo casero, Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides

farinae (Yamashita et al, 1989).

El Dermatophagoides no es la Unica espeéie de acaros que se observa en el polvo
casero , pero su proporcion constituye el 70% 6 mas de toda la poblacién de &caros y
segln Pepys, Chan y Hargreave (1968); en el 88% de los casos se trata de la especie
pteronyssinus. Con menos frecuencia se encuentran: D. farinae, D. microceras y D.
euroglyphus, en algunas muestras se encuentran cantidades pequefias de acaros de
otras especies. De acuerdo con datos de la literatura en el polvo casero pueden
encontrarse hasta un total de 30 especies de acaros y en un gramo de polvo su nimero

alcanza varios miles (Frandkin et al, 1988).

Las especies de &cares, D. pleronyssinus y D. farinae, son generalmente las mds
abundantes en Europa y Sudamérica, de predominancia ligera en Norte América y en
algunas partes de Asia. Otra especie identificada, el D. microceras fue descrito como
una forma morfoldgica muy similar a D. farinae. El D. microceras se ha identificado en
palses como: Gran Bretafia, Holanda, Espafia y Estados Unidos, pero es posible que
tenga una distribucion mas amplia y frecuentemente sea identificado como D, farinae

(Cunnington et al, 1987).

Estudios en diferentes paises han demostrado una alta prevalencia de alergia a dcaros
de la familia Pyroglyphidae que se encuentran extensamente distribuidos en los

hogares; la prevalencia reportada en sujetos con asma es de 45-85% y en sujetos



control de 5-30%. Dichos porcentajes dejan un poco de duda para que la presencia sea
considerada como factor de riesgo para el asma, aunque exislen casos formales de
control y estudios de poblacion que han confirmado Ia asociacion entre los acaros del
polvo, la alergenicidad del mismo y la presencia de alguna patologia alérgica (Platts-

Mills et al, 1989),

Existen factores ecoldgicos que son necesarios para permitir el desarrollo de los
acaros: humedad del airs, temperalura, dispenibilidad de alimento y actividad de
mascolas (Lind et al,1986). Se piensa que los dos primeros son los mas importantes,
debido a que el cuerpo del &caro pierde agua con facilidad y eslo influye en la
reproduccién y en el ciclo de vida. Las condiciones dplimas de crecimiento son una
humedad relativa enire el 75-80% y una lemperatura entre 25-30°C, lo cual resulta en
un incremento de 8 veces en la poblacion de &caros en una semana (Warner et al,

1974).

Existen 3 factores principales que pueden afectar ¢l nivel de la humedad ambiental: a)
el clima, b) la altitud y la produccién de vapor de agua de origen mecénico y humano
¢) la construccién y situacidn de la casa, donde la humedad en el terreno puede pasar
a través de los cimientos a los pisos y a las paredes. Diversos estudios han indicado

que al disminuir Ia humedad se reduce el nimero de Acaros (Lind et al, 1986).

Existe una buena evidencia de que los niveles de dcaros dentro de los hogares puede

cambiar con las variaciones estacionales y tipo de construccion de los hogares y que



estos cambios sean lo suficientemente grandes para modificar el nivel de riesgo. Los
gcaros presentan predominancia estacional en los meses de agosto a diciembre

(Platts-Mills et al, 1988).

Estudios realizados en la Cd. de México reportan s6lo haber encontrado a la especie
D. pleronyssinus, tanto en las casas de pacientes alérgicos como en la de los no
atdpicos. Se encontraron en mayor cantidad en los meses mds humedos: de
septiembre a noviembre y la poblacidn disminuyé hasta casi desaparecer en la época

de secas: de febrero a abril (Servin et al,1979).

Los &caros del polvo casero son capaces de sobrevivir en amplios limites de
temperatura y humedad (Warner et al,1974). A temperaturas de 15°C los dcaros llegan
a enquistarse por mas de 100 dias, tanto en estado protoninfal como tritoninfal, los
adultos llegan a enquistarse 50 dias, Por lo tanto no es sorprendente que esten muy

adaptados para colonizar nuestras casas (Servin et al, 1979).

FISIOLOGIA DE LA PRODUCCION DE ALERGENOS

Existen tres formas diferentes por las cuales los dcaros pueden secretar o excretar
productos: a) poner huevos, b) secrecion de aceites y feromonas y, ¢) produccion de
heces que Incluye |a secrecién de Guanina. No existen evidencias comunes de qus los
huevos contribuyan a los alergenos; las secreciones de las gléndulas laterales no han

demostrado ser una fuente de alergenos y su quimica necesita estudios posteriores.



Uno de los principales alergenos, Der pl es una proteasa probablemente relacionada
con la digestion de! acaro, la cual tiene una gran homologfa con las enzimas de la
familia de las cisteina proteasas como la catepsina B y H, y las enzimas vegetales

papaina y actidina (Platts-Mills et al, 1989; Stewart el al, 1988).

La guanina es un producto final de la digestién y excrecion purica, la cual puede ser
utitizada como un marcador especifico de infestacion por &caros. La nutricién de los
acaros y la quimica de sus heces en diferentes habitats dentro de una casa podrian ser

de utilidad para dilucidar la distribucion de posibles alergenos (Platts-Mills et al, 1989),
ALERGENOS DE LOS ACAROS DEL POLVO CASERO

Las especies de &caros Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides farinae
son las mas intensamente estudiadas y en el presente los principales alergenos de
ambas especies se dividen en varios grupos. (Kauffman et al, 1985; Yamashita et al,

1989).

Los alergenos del grupo |, de D. pteronysinnus (Der pl), de D. farinae (Der fl), y de D.
microceras (Der ml); son glicoproteinas con peso molecular de 24 a 26 kDa, Der pl es
reconocido por mas de tres cuar{as partes de los anticuerpos IgE de pacientes
alérgicos, representando el 12% de la IgE sérica total. Esta presente en una gran
proporcion, en la proteina de un extracto crudo del dcaro (10-20%). Mas del 95% del

Der pl es secretado o excretado en las heces, estas particulas tiene un didmelro entre



10-40 um y su tamaro es proporcional al acaro, el cual varia en longitud de 170-350
um (Tovey et al, 1981). La mayor parte del alergeno de un cultivo total es eluido muy
réapidamente en solucidn salina al cabo de una hora (Kauffman et al, 1985). Mientras
que el Der pl del acaro es eluido muy lentamente. El Der p! y Der fl, son
estructuralmente muy similares en su secuencia de aminodacidos, termolabiles 10
minutos @ 100°C (Ford et al, 1985), con p! de 4.7 a 7.4, sensibles a condiciones de
acidez o alcalinidad extremas, (pH=2 y 12); y los tralamientos en condiciones
desnaturalizantes (guanidina 6M, urea 6M) disminuyen de 10 a 100 veces la union a
anticuerpos IgE (Heymman et al, 1989; O'Hehir et al, 1989; Votero de la Cima et al,

1989).

Los alergenos del grupo Il Der pll y Der fll, son proteinas con peso molecular de 12.5 a
15 kDa, son estructuralmente homélogas, con pl helerogéneo, similares en su
secuencia de aminoacidos (difieren solamente en 4 de los primeros 35 aminoacidos de
la secuencia amino terminal), son estables a temperatura ambiente y a condiciones
desnaturalizantes (guanidina 6M) y se encuentran relativamente mds concentrados en

el cuerpo del acaro (Heymman et al, 1989; Platis-Mills et al, 1989; Stewart et al, 1989).

Los alergenos del grupo Il no estan relacionados estructural y antigénicamente con los
alergenos del grupo |, ni con los del grupo I}l de 29 kDa de PM (Platts-Mills et al, 1989).
La reduccion y la alquilacion destruyen los sitios de union en ambos grupos de
alergenos generdndose formas de mayor peso molecular (28-31 kDa), fenémeno

también observable al utilizar 2-mercaptoetancl (Lombardero et al, 1990).
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Un tercer grupo de alergencs poco estudiado de Dermatophagoides farinae, el Der flll
de 29 kDa de peso molecular, fue purificado por repelidas filtraciones en gel y esta
proteina no esté relacionada con el Der fl ni con Der fll (Heymman et al, 1989). Aunque
fisica y quimicamente estos alergenos son similares, manifiestan diferentes
propiedades inmunoquimicas cuando son identificados con anticuerpos IgE humanos,
anticuerpos policlonales de conejo y/o anticuerpos monoclonales de raton (Cunnington

et al, 1987),

La localizacion y caracteristicas de los alergenos determinan el tipo de respuesta que
el paciente esté generando en contra de los mismos. La concentracion de anticuerpos
IgE contra el cuerpo del &caro (Der pll) fue més alta en aquellos pacientes con eczema,
que en aquellos que padecen solo asma, aunque la concentracién de anticuerpos IgE
contra el alergeno fecal (Der pl) no fue significativamente diferente en ambos grupos.
Alergenos menores del cuerpo del &caro son también importantes en pacientes con

eczema (Carswell et al, 1986; Thompson et al, 1988),

PROPIEDADES ENZIMATICAS DE LOS PRINCIPALES ALERGENOS DE LOS

ACAROS

Se han identificado actividades enziméticas en- extractos de polvo casero ricos en
materia fecal; actividades de eslerasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcaling, lipasa,

leucinaminopeptidasa, fosfamidasa, p-glucuronidasa y carboxipeptidasa B. Los
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exiractos de cuerpos de &caros contienen menos glicosidasas activas. A las dos
primeras enzimas no se les ha encontrado aclividad alergénica, para las demas faltan
por realizarse estudios enfocados a fendmenos de hipersensibilidad tipo ). A cinco de
los siete principales alergenos de los acaros se les ha enconfrado homologia con

enzimas. Ver tabla | (Stewarl el al, 1985; Stewarl el al, 1992).

La actividad enzimatica de un alergeno puede ser una propiedad bioldgica requerida
para que induzca una respuesta alérgica persistente. Los mecanismos propuestos
pueden ser: aumentando la permeabilidad del epitelio bronquial por digestion
enzimatica, afectando la migracion celular, actuando directamente sobre la
transduccion de sefiales en las células (Collof et al, 1992 y Thomas el al, 1993), o
induciendo la protedlisis de anticuerpos IgG (Collof et al, 1992). El hecho de que
algunos alergenos son enzimas, que en el caso del caro al ser secreladas por la
digestion y al ser incorporadas en las heces, se facilita su diseminacion y se favorece

su llegada a la mucosa respiratoria en allas concentraciones (Thomas et al, 1993).

EXTRACCION, ESTANDARIZACION Y CARACTERIZACION DE ALERGENOS

El punto més imporlante en la extraccién de los alergenos, es enconlrar un
procedimiento que dé una Optima aclividad alergénica. Ademés, esle procedimiento
debe proporcionar un exlraclo que sea represeniativo dependiendo del material
utilizado en el esludio de su composicion. El tiempo de extraccién dptimo debe ser

aquel en el que se evite una posible degradacion proteolitica (Geissler et al, 1986),
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TABLA I. PRINCIPALES ALERGENOS DE LOS ACAROS Y SU ACTIVIDAD

ENZIMATICA.
Alergeno Peso Funcion Frecuencia de Secuencia
Molecular union de IgE obtenida por
(kDa) (% de sueros)
Der pl 25 Cisteina 80-100 cDNA
proteasa
Der pli 14 Probablemente 80-100 cDNA
lisozima
Der plii 28/30 Serina 70-100 N-terminal
proteasa
Derp IV £6-60 Amilasa 40 N-terminal
DerpV 15 L7 40 cDNA
Derp Vi 25 Quimiotripsina 40 N;terminal
Derp Vil 22,26y 28 L7 40 cDNA
provisional

Tomado de Thomas, W.R.,1993,

13



Aunque hay una aceptacion general de la necesidad para la estandarizacidn de
extractos de alergenas utilizados en ¢! diagndstico o en el tratamiento desensibilizante
(TD), tanto para los alergdlogos, fabricanles, investigadores y autaridades de control
nacional, los procedimientos para efectuarla estan lejos de ser los ideales (Ford et al,
1885; van der Zee et al, 1986). Hay dos principales razones para ello, en primer lugar
pocos alergenos de las muchas fuentes sepsibilizantes se han identificado, aislado y
caracterizado, En segundo lugar, es necesario una mejoria en los métodos utilizados
para proporcionar estimaciones de fa polencia biologica y para la obtencién de datos
cuantitativos y cualitatives de los extractos de alergenos (Tovey et al, 1984). El
requerimiento principal para una adecuada estandarizacion de extractos de alergenos,

&s aquel extracto que pueda contener todos los alergenos producidas por la fuente de

origen (Tovey el al, 1987).

En general, la mayorla de los componentes de un extraclo de cuilivo y de los
estandares internacionales que son reconacidos por IgE, se sittian en la region de 14 a
35 kDa, mientras que extractos de cuerpos de acaros y un extracto de cultivo total
contiene més componentes de unién a IgE de alto peso molecular. Las diferencias en
el ntimero y distribucion de alergenos identificados en extractos se debe a la utitizacion
de varias técnicas para su deteccion, ademas de que la actividad alergénica de los
extractos es debida a que existe un nimero de distintos alergenos y no a un solo

alergeno principal (Krills et al, 1984; Tovey et al, 1987).
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La caracterizacién de extraclos alergénicos con respecto a su reactividad a IgE
especifica se ha facilitado con el uso de anlisueros. El método mas utilizado para la
deteccion de proteinas que unen IgE en extractos alergénicos es la
radiocontrainmunoelectroforesis (RCIE), en la cual los alergenos son fijados por
precipitacién con anticuerpos de conejo, seguido de una incubacién con sueros de
pacientes y su posterior autorradiografia. Otra técnica Otil y convenienle para la
caracterizacién de antigenos y anticuerpos es la inmunodeteccion en un soporte como
la nitrocelulosa. La inmunodeteccién de los componentes del extracto de écaros
separados por electroforesis en geles de poliacrilamida- duodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) bajo condiciones reductoras y no reductoras, seguido de una prueba con
diferentes sueros de individuos alérgicos al &caro del polvo casero, resulla en la
resolucion de 17 y 14 componenies que son reconocidos por IgE respeclivamente

(Anderson et al, 1989; Bengtsson et al, 1986; Bruynzeel et al, 1988).

Bilioti y cols, usando inmunodifusién (ID) e inmunoelectroforesis -(IEF) encontraron
fuertes reacciones a antigenos de acaro y a componentes del medio de cultivo con un
antisuero de conejo anti-caro, lo que indica que dicho antisuero también reacciona

fuertemente con los componentes del medio (Lind et al, 1979).
RESPUESTA INMUNE A ALERGENOS DE ACARO DEL POLVO CASERO

La sensibilizacion a alergenos de &caros del polvo doméstico en muchas partes del

mundo est& comunmente asociada a asma y rinitis. Hasta hace poco tiempo la llamada
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alergia atdpica en el hombre con sus diferentes expresiones clinicas, era considerada
un tipo particular de manifestacion de hipersensibilidad que fiberaba mediadores
quimicos, siendo responsable de estas patologias alérgicas ciertos anticuerpos
termolabiles, no precipitantes y solo con capacidad de transmitirse pasivamente

(Aalberse et al, 1983; Platts-Mills et al, 1988),

Los estudios de la respuesta inmune hacia alergenos de acaros son de interés al
examinar los faclores que pueden influir en las diferencias de produccion de
anticuerpos IgE y pueden incluir; 1) diferencias en las propiedades estruclurales de
cada alergeno, 2) diferencias genéticas o inmunorreguladoras de los individuos, y 3)

exposicion a diferentes concentraciones de cada alergeno (Heymman et al, 1988).

En el humano, debido a una exposicidn natural existe una sensibilizacion temprana a
los alergenos inhalados del D. pteronyssinus. Esta respuesta estd reslringida a la
subclase 1gG1, cuyos niveles, después de una caida Inicial debida a la pérdida
progresiva de los anticuerpas maternas, observa un repunte a'los 3 meses de edad y
siendo mas significatlvo el aumento a los 12 meses. No se observa reconocimiento por
anticuerpos 1gG4 (Mariani et al, 1992), lo cual concuerda con otros estudios en
humanos donde fas respuestas de IgG4 conlra el antigeno KLH aparecen tardiamente
en una respuesta secundaria (6 meses) al mismo tiempo cuando los anlicuerpos 1gG1

empiezan a decaer (Bird et al, 1990),
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Un estudio de la hipersensibilidad al &caro Dermatophagoides realizada en 63
pacientes con asma demostrd que el 68% de los pacienles daban una reaccién
dérmica positiva. Un 38% presenté anticuerpos IgE séricos especificos al acaro, 63%
presentd anticuerpos IgG totales especificos y un 10% de los pacientes presentd
anticuerpos IgG4 séricos especificos al caro, En contraste, estas pruebas resultaron
positivas en el 10-11% de sujelos no alérgicos. El 41% de los pacientes presenté
reaccién dérmica positiva y anticuerpos en suero. Un 24% prasentd altos titulos de IgG
lotal en ausencia de una prueba dérmica positiva, un 27% presentd una prusba
dérmica positiva y bajos titulos de IgG y sélo un 8% presentd negativas las reacciones
dérmicas y ausencia de anticuerpos en suero, En total el 94% del grupo asmatico
exhibié una respuesta inmune positiva al menos a una de las pruebas especificas a los

&caros del polvo (Soliman et al, 1986).

Al comparar una poblacién de asmaticos adultos alérgicos a el D. pleronyssinus en
Papua, Nueva Guinea; donde esta enfermedad estd confinada a los adultos a
diferencia de la que se presenta en climas templados donde aparece tempranaments
en ta niflez, se¢ observé que sus niveles séricos de IgE, IgG e IgA son
significativamente més altos que en los no asméaticos, condicién semejante a la

encontrada en poblaciones caucasicas (Stewart et al, 1988).

Tratando de determinar cuales eran los alergenos principales de los &caros, los
primeros estudios se enfocaron a los alergenos de bajo peso motecular, Der pl y Der

pll (Chapman et al,1980 y Thompson et al, 1988). Posteriormente, estudiando la
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respuesta de anticuerpos de sujetos con asma y rinitis hacia 6 diferentes fracciones de
D. pleronysinnus (190, 95, 53, 32, 25 y 15 kDa) se enconird una respuesta de
anticuerpos 1gE muy parecida en ambos grupos hacia todas las fracciones y esta
respuesta siempre fue significativamente mayor con respeclo a la de Ios no atdpicos.
En cambio, en las respuestas de anticuerpos IgG se enconlrd; primero, que los
pacientes con asma presentaron valores mas elevados en comparacion con los de
rinitis y segundo, que el reconocimiento es mayor hacia las fracciones de alto peso
molecular (190 y 95 kDa) que con respecto a los de bajo peso molecular (32, 25y 15
kDa) tanto en los pacientes con asma, como con rinitis, aungue la diferencia sélo es
estadlsticamente significativa para estos tltimos. Las fracciones de 190 y 15 kDa
presentaron el mayor reconocimiento de anticuerpos igG4. Esto indica que tanlo
fracciones de alto (190 y 95 kDa) y de bajo (14 kDa) peso molecular pueden ser los

alergenos principales del antigeno de D, pteronysinnus (Saito et al, 1992).

Otros estudios con pacientes asmaticos y no atépicos mostraron que aunque ambos
grupos reconocen con IgG sérica a los antigenos de D. pleronysinnus, solo el
reconocimiento hacia la proteina Der pll por los asmélicos hace una diferencia en
cuanto al porcentaje de sueros que reconocen a esta protelna, en relacion con los no
atépicos (72 y 20% respectivamente). Sin embargo, el reconocimiento hacia proteinas
de alto peso molecular (95 kDa) (77 y 50%), no es estadisticamente significativo

(Oshika et al, 1992).
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En las etapas finales de la vida, la concentracién de anticuerpos IgE es
significativamente mas baja en gente de edad (>70 afos) que en gente joven (<40
anos); esto es mas pronunciado en hombres que en mujeres y las respuestas dérmicas
son significativamente de menor intensidad. Aunque el trabajo no fue realizado en
individuos alépicos sugiere una desensibilizacién natural asociada con la edad ¢ bien
incapacidad de respuesta del sistema inmune ocasionada por el envejecimiento

(Delespesse et al, 1977).

El papel de los linfocitos T en la induccién y regulacién de las enfermedades
respiratorias alérgicas no esta completamente definido. El reconocimiento de los
linfocitos T a alergenos del 4caro ha conducido a un andlisis de los alergenos y la
regulacién de la inmunidad por dichos linfocites. Dicho reconocimiento se da de
manera esfricta y estd restringida por moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) (O'Hehir et al, 1989).

Estas observaciones pdnen de manifiesto la posibilidad de una diferencia étnica en el
reconocimiento de los alergenos por linfocitos T ya que existe una diversidad extrema
en la composicion del HLA, lo que da como resultado que al comparar los datos de
reconocimiento de los linfocitos T a acaros en diferentes grupos étnicos se tengan
individuos atépicos e individuos no atépicos, es decir, que tengan © no predisposicién

genética para el desarrollo de alergia al polvo casero (Kimura et al, 1990).
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Se ha encontrado que clonas de células T CD4+ y CD8+ de sangre periférica
especificas a antigenos de D. pteronysinnus de un donador alérgico, son capaces de
producir IL-4 al ser estimuladas con este antigeno; a diferencia de células T de un
sujeto no atdpico. El reconocimiento esta restringido por genes HLA-DR (Wierenga et
al, 1990); otros estudios también han mostrado restriccién por estos mismos genes al
bloquear la estimulacién de clonas de células T con un anticuerpo anti-HLA-DR.
Ademés, se observo una mayor proliferacién hacia fracciones de 9-13 kDa y en menor
grado hacia fracciones de 26, 29 y 42 kDa, las cuales coinciden con el mayor
reconocimienro por parte de anticuerpos IgE hacia los antigenos de D. Farinae

(O'Hehir et al, 1989),

Células T de donadores atopicos con rinitis mostraron una fuerte respuesta proliferativa
hacia proteinas de alto peso molecular (95 kDa). Los linfocitos de un grupo de sujetos
sin sintomas, pero con una prueba dérmica positiva a D, pleronysinnus también
presentaron proliferacién hacia protelnas entre 45-190 kDa de P.M; a diferencia de
sujelos sanos con prueba dérmica negativa al Dp. Muchos pacientes atbpicos
presentaron una respuesta proliferativa maxima a la fraccién de 95 kDa, pero no a Der
p! o Der pli, lo cual coincide con la capacidad para inducir la produccién de IL-2. La
fraccion de 7,5-20 kDa, comparable a Der pll tiene la capacidad de inducir la IL-2, pero
no asl la proliferacién. Lo cual sugiere que la capacidad de proliferacion e induccidn de

citocinas no son necesariamente paralelas (Kimura et al, 1990).
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La participacion de células CD8+ en la regulacién de IgE es apoyada por estudios con
la lectina ricina que actua eliminando preferentemente a células CD8+, lo cual conduce
a una elevacion en la produccién de anticuerpos IgE de hasta 1000 veces y a una
menor capacidad de las células T de bazo para producir IFN-y, cuando es administrada

simultanéamente con la fosfolipasa A2 (PLA2) (Kemeny et al, 1993).

TRATAMIENTO DESENSIBILIZANTE

La desensibilizaciéon o tratamiento desensibilizante (TD) de individuos alérgicos es
realizada principalmente por la induccién de anticuerpos de bloqueo de 1a clase IgG y
da buenos resultados en la mayorla de los casos. Es un hecho bien conocido que
- alergenos asociados a adyuvante incompleto de Freund (AIF) inducen la sintesis de

1gG (Votero de la Cima et al, 1989),

En la actualidad se conoce que los pacientes alérglcos producen anticuerpos del
isotipo IgE, 1gG & IgA contra los alergenos del Dermatophagoides spp. Ademas, se han
realizado estudios con respecto a las subclases de IgG ya que tamblén participan en el
reconocimlento de los alergenos y su concentracién se modifica en los pacientes

sujetos a TD.

El TD aplicado a los pacientes alérgicos tiene una eficacia de aproximadamente 70%,
con un cierto porcentaje de recldivas. No se conocen con exaclitud los mecanismos por

los cuales ocurre la desensibilizacién, lo que si es evidenle es que presentan una
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disminucion en su respuesta inflamatoria frente a los alergenos. E! TD parece funcionar
en general para alergias producidas por aeroalergenos y picaduras de insectos,
aunque no se conoce porque no parece funcionar para alergias alimentarias (Creticos

et al, 1989)

El TD en pacientes alérgicos consista en aplicar subcutaneamente de 2-3 dosis
semanales en forma creciente de los mismos alergenos que por vias respiratorias
causan problemas, En el caso de presentarse efectos adversos a una dosis dada, se
debe regresar a la dosis inmediata anterior, a! término de la cual se vuelve a intentar

con la dosis que causa estos efectos (Creticos et al, 1989).

En pacientes con rinitis, uno de los cambios observados con el TD es un significativo
aumento en la IgG total e IgG1 especifica a Dp y Df durante los primeros 3 meses (Mc
Hugh et al, 1990 y Einarson et al, 1992), alcanzando un valor de meseta a los 6 meses,
seguido de una ligera disminucién durante la terapia de mantenimiento (Nakagawa et
al, 1987, Einarson et al, 1992). Durante la fase temprana del tratamiento la
concentracion de anticuerpos IgG1 e 1gG4 se eleva, aunque domina el incremento de
los anticuerpos IgG4 (Einarsson et al, 1992). Los niveles aumentados de anticuerpos
1gG4 correlacionaron bien en el grupo de pacientes en fos cuales hubo una mejoria
clinica y contrariamente aquéllos con bajos niveles de IgG4 correlacionaron con una
falla en la misma. Es posible que un nivel de umbral para los anticuerpos IgG4 sea
necesario para inducir mejoria y este se alcanze al tercer mes de tratamiento. Los.

valores de anticuerpos IgE se incrementan significativamente a los lres meses en
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comparacién con un grupo de pacientes no {ralados y luego declinan gradualmente
hasta los 12 meses, con niveles semejantes a los del pre-tratamiento (Mc Hugh et al,

1990; Nakagawa et al, 1987).

Midiendo el nimero de células secretoras de anticuerpos de sangre periférica hacia los
alergenos Dp y Df, se encontré un incremento significativo de células que producen

gM e IgA después del TD (Sparholt et al, 1992).

Pacientes con asma sujelos a TD presentaron un marcado aumento de anticuerpos
1gG4 en comparacidén con IgG1 (Whan el al, 1988; Nakagawa et al, 1983). Es
interesante notar que los pacientes asmaticos con mejorla clinica presentaron una
proporcién mas alta de la relacion 1gG4/lgG1, que aquellos que no respondieron al TD

(Nakagawa el al, 1987).

En una revision de los estudios de pacientes con asma, se encontrd que en casi todos
estos trabajos (11/12) no se observa una disminucidn significativa en los niveles de
anticuerpos IgE (Ohman et al, 1989). Sdlo se encontraron reducciones modestas de
1gE, después de 2 afios del curso del TD (Whan et al, 1988). Sin embargo, los cambios
observados generalmente no se asociaron con una disminucidn en |a respuesta en las
vias respiratorias o en piel, lo cual generalmente se observa entre los meses 3-12 del

curso de! TD (Whan et al, 1988, Ohman et al, 1989).
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Pacientes asmaticos sometidos a una prueba de desafio bronquial, presentaron una
respuesta bimodal, la cual consistié en una respuesta asmética inmediala y algunas
horas después una respuesta anafilactica tardia (LAR). Aclualmente se asume que
esta respuesta asmética tardla es producida por una reaccidn localizada de tipo Il en
la mucosa bronquial involucrando células inflamalorias como eosindfilos, macréfagos y
neutréfilos, los cuales son activados por complejos inmunes conteniendo anticuerpos
IgG1. La frecuencia y magnitud de la LAR después de las prusbas de desaflo bronquial
disminuyen después del TD. Por o tanto, considerande que los anticuerpos IgG1 estan
involucrados en la LAR y que los Ac 1gG4 se vuelven mas predominantes en la fase
tardla de el TD, es razonable especular que los cambios en la proporcidn entre las
cantidades de IgG4 e IgG1 pueden afectar la disminucién de la LAR (Nakagawa et al,

1987).

El TD también tiene un efecto inhibitorio, aunque no significativo, en la respuesta
proliferativa de linfocitos especificos a Dp y en la respuesta a IL-2 de células
proliferantes, lo cual también puede ser responsable para el efecto anti-inflamatorio al

suprimir la LAR (Van Bever et al, 1993).

Identificando por IET los cambios provocados por el TD hacia proteinas especificas, se
identificaron por electroforesis en PAGE-SDS méas de 50 protelnas, aunque sélo 8 de
ellas son reconocidas por anticuerpos IgE e IgG4 (110, 60, 55, 43, 33, 27, 16 y 14
kDa). Las bandas que reaccionaron con IgG4 son similares a aquellas que

reaccionaron con IgE, excepto para una proteina de 27 kDa que no es reconocida por
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IgG4. Los anticuerpos IgG4, particularmente aquellos contra las proteinas de 110 y 16
kDa se incrementan en el 72% de los pacientes asmalicos después de 6 meses de TD.
Sin embargo, con los anticuerpos IgE no existid un patrén constante, pues estos
pueden aumenlar, disminuir o permanecer sin cambios. Clinicamente, aquellos
pacientes que presentaron un aumento conlinuo en anticuerpos 1G4 a las proleinas
de 110, §5 y 16 kDa y simultaneamente una disminucién de anlicuerpos IgE a esos
alergenos lienen las mejores respuestas terapéuticas. Aquellos pacientes que no
presentaron cambio en anlicuerpos IgE, 1gG4 e IgG tienen una ligera mejorfa. El unico
paclente que no presentd cambios en anticuerpos IgG4, pero ademds presentd un

aumento de anticuerpas IgE, tuvo la respussta clinica mas pobre (Keh et al, 1991).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Si los convivienles de los pacientes alérgicos cohabitan en el mismo medio ambiente
junto con los pacientes alérgicos, existird entonces un tipo de respuesta de anticuerpos
1gG1 e 1gG4 diferencial entre ambos grupos, que explique la manifestacién o no de

sintomas en dichos padecimientos.,
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OBJETIVOS

1. Obtener extraclos de cullivo de acaros {(Dermatophagoides pteronyssinus) del polvo

casero y de medio de cultivo de los mismos.

2. Estandarizar las condiciones del ensayo inmunoenzimético (ELISA) para la

deteccién de {as subclases de anticuerpos (gG1 e IgG4.

3. Conocer si los convivientes de los pacientes alérgicos producen o no anticuerpos

que reconozcan antigenos de los extraclos analizados.

4, Determinar el grado de reconocimiento de las subclases de anticuerpos 19G1 e IgG4

de paclentes alérgicos hacia antigenos de los mismos extractos.

5. Estudiar, con la misma técnica, el efecto del tratamiento desensibilizante en
pacientes alérgicos en relacidn a la produccién de anticuerpos IgG1 e 1gG4; asf
como la respuesta de estas subclases en individuos sin antecedentes de

tratamiento.

6. Comparar la respuesta de anticuerpos 1gG1 e 1gG4 en los diferentes grupos de
estudio en contra de un exiracto de cultivo de &caros, un extracto de componentes

de medio de cultivo y un extracto comercial de D. pteronyssinus.
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. MATERIAL Y METODQS

ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

EXTRACCION DIE ANTIGENOS
DEL ECA Y EMC

\

CONCENTRACION Y DI.A\LISIS

\ 4 \

*CARACTERIZACION FISICOQUIMICA #+SEPARACION DE COMPONENTES
DETERMINACION DE PROTEINAS . POR SDS-PAGE :

r *HESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE ﬁ

Pacientes alérgicos Pacientes alérgicos con Convivientes
sin tratamiento tratamiento desensibilizante

\{

Cuantificacion por Ia téenica de ELISA
de anticuerpos
leGl
1G4

28



EXTRACCION DE ANTIGENOS DEL CULTIVO DE ACAROS

Tamizar el polvo del cultivo

$

Desengms:u‘ con acelona

&

Decantar y secar

«

Colocar en solucion reguladora

«

Agitar 2 hrs. a temperalura ambiente

«

Centritugar

«

Separar el sobrenadante

Concentrar y dialisar

Extracto de cultivo de dcaros

EXTRACCION DE ANTIGENOS DE MEDIO DE CULTIVO DE ACAROS

Desengrasar, con acetona
escamas humanas, uflas y cabello

Decantar y secar

$

Mezclar: Levaduras, escamas humanas, uiias v cabello
Colocar en solucion reguladora

Agitar 2 hrs. a temperatura ambiente

9

Ceuntrifugar

Separar el sobrenadante
2
Conccntrag dialisar

Extracto de medio de cultivo de dcaros
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INMUNOENSAYO ENZIMATICO
"ELISA INDIRECTO"

Sensibilizar 1a placa con antigeno (**)
Incubar y lavar
Bloguear con leche descremada

Incubar y lavar

Agregar el suero (31

-

Incubar y lavar

-

Agregar el Mab de raton (++)

-

Incubar y lavar

&

Agregar el conjugado

-

Incubar y lavar

-

Colocar el sustrato

¥

Detener la reaccion
Leer 2492 nin

** ANTIGENOS
EXTRACTO DE CULTIVO DE ACAROS (ECA)
EXTRACTO DE MEDIO DE CULTIVO (EMC)
EXTRACTO COMERCIAL DE LAB. FREEMAN (ECO)

++SUEROS
PACIENTES ALERGICOS CON TRATAMIENTO
PACIENTES ALERGICOS SIN TRATAMIENTO
CONVIVIEA IS DE PACIENTES ALERGICOS

+HANTICUERPO MONOCLONAL DE RATON (Mab)
anti-lgG | Humana
anti-lgG4 Humana



A) MATERIAL

I) MATERIAL BIOLOGICO

Seleccién de pacientes y sus convivientes

La seleccién de los pacientes alérgicos con y sin tratamiento desensibilizante y la
realizacidn de las pruebas dérmicas con la técnica de escarificacion se realizaron en el
Servicio de Alergia del Hospital Judrez de México, a cargo del Jefe de Servicio Dr.

Daniel Aguilar Angelesy por el Jefs de Laboratorio Q.F.B. Misasl Gonzélez Ibarra,

Criterlos de inclusidn: Presentar manifestaciones clinicas de algin padecimiento
alérgico y haber presentado tres cruces o mas de respuesta dérmica, utilizando un
extracto comercial de Dermatophagoides pleronyssinus (Laboratorios Freeman,

México).

Criterios de exclusién: Para la toma de muestra se les solicilo a los pacientes evitar
la administracion de cualquier medicamento en las 48 horas previas. No fueron
incluldos pacientes con medicacién de esteroides, as/ como convivientes que

presentaron sintomas alérgicos.
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a) Sueros humanos

Convivientes (20). En la seleccion se prefirid familiares de primer y segundo grado.
Solo en pocos casos se aceptd como convivientes a personas no consanguineas a
falta de algiin familiar, pero en todos los casos tenian que vivir en el mismo domicilio
de! paciente. E!l grupo se conformo con 6 hombres y 14 mujeres, 2 nifios y 18 adullos.
En 16 casos se trato de cualquiera de los dos progenitores, en 2 fueron hermanos y en

otros 2 se trato del cdnyuge.

Paclentes alérgicos sin tratamiento desensibilizante (25). E! grupo se integré con 9
hombres y 16 mujeres, 12 nifios, 2 adolescentes, 10 adullos a uno no se determind la
edad. Las entidades clinicas diagnosticadas fueron: 3 presentaron solo rinitis alérgica,

16 asociacidn asma-rinitis y 4 con asma-rinitis-eczema.

Pacientes alérgicos con tratamiento desensibiiizante (24). El grupo se conformo
con 11 hombres y 13 mujeres, 10 nifios, 2 adolescentes, 12 adultos. Las entidades
clinicas diagnosticadas fueron: 4 presentaban sélo asma, 4 solo rinitis, 7 la asociacion
asma-rinilis, 1 la asociacion rinitis-dermatitis y tres pacientes 1a tripie asociacion asma-

rinitis-eczema.

b) Anticuerpo monoclonal (mAb) de ratén anti-lgG humana

Inmunoglobulina G (IgG) de ratdn anti-lgG1 y anti-lgG4 humana marca SIGMA.

32



¢) Conjugado
Inmunoglobulina (IgG) de cabra anti-lgG de ratén marcada con peroxidasa marca

SIGMA.

d) Extractos

Extracto de cultivo de acaros de polvo de casas de pacientes alérgicos.

Extracto de medio de cultivo de &caros.

Extracto comercial de Dermaltophagoides pteronyssinus de Laboratorios Freeman,

México.

Il. MATERIAL QUIMICO Y EQUIPO
a) Reaclivos y equipo para desarrollar la técnica de electroforesis en geles de

poliacrilamida SDS-PAGE en condiciones no reducloras. (Apendice 1)

b) Reactivos y equipo para desarrollar la técnica de ELISA.(Apendice 1)
Todos los reactivos se obtuvieron de SIGMA CHEM, Co. y todos los solventes de la

marca BAKER S.A.
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B) METODOS

[, Preparacion de los extractas para los ensayos.

a) Extraccidn de antigenos del cultiva de caros del polvo casero.

1. Se tamizaron porciones de cultivos tolales de acaros del polve casero mediante el

uso de tamices de diferente tamafio.
2. Sepeso una muestra de 10 g de polvo tamizado.

3. Se desengrasd e! polvo fino con 50 m! de acetona QP manteniendo en agitacion
continia durante 5 minutos, transcurrido el tiempo la acetona se elimind por
decantacién. E! procedimiento se realiz6 en dos ocasiones para eliminar la mayor

cantidad posible de lipidos de 1a muestra.

4. Se extendi6 la muestra y se dej6 secar a temperatura amblente para eliminar la

acetona residual.

5. A la muestra se le adiciond 100 ml de solucién reguladora de boratos pH 8.5, con

inhibidores de proteasas (95 ml de regulador + 5 ml de solucion de inhibidores de
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preleasas, acide p-hidroximercuribenzoico (PHMB) a una concentracion de 146
pg/ml, N-etilmaleimida (NEM) a 50 pg/ml y fluoruro de p-metilsulféxido (PMSF) a 50

Kg/mi}

6. Se mantuvo en agitacidn durante 2 hrs a lemperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo se centrifugd a 15 000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se denomino

ECA.

b) Extraccién de proteinas del medio de cultivo de acaros.

1. Se desengrasaron escamas humanas, ufas y cabello de un individuo normal con 10
ml de acetona QP manteniendo la mezcla en agitacion continua durante 5 minulos,
transcurrido el tismpo la acetona se elimind por decantacidn. El procedimiento se
realizd en dos ocasiones pa(a eliminar la mayor cantidad posibie de lipidos de la

muestra.

2. Lamezcla se extendid y se dejo secar a lemperatura ambiente para eliminar toda la

acetona residual.
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3. Se pesaron 2 g de escamas y uiias humanas + 1 g de cabello + 12 g de levaduras

de cerveza (Sacharomyces cereviseae).

4, Alamuestra se le adiciond 100 ml de solucidn reguladora de boratos pH 8.5, con
inhibidores de proteasas (95 ml de regulador + 5 ml de solucidn de inhibidores de
proteasas, &cido p-hidroximercuribenzéico (PHMB) a una concentracién de 146
Hg/ml, N-etilmaleimida (NEM) a 50 pg/ml y fluoruro de p-metilsulféxido (PMSF) a 50

Hg/mi).

5. Se mantuvo en agitacién durante 2 hrs a temperatura ambiente iranscurrido el
tiempo se centrifugd a 156 000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se denominé

EMC.

il Concentracién'y diélisis de los extractos ECA 'y EMC,

1. Se corteron las bolsas de didlisls (10 kDa de temafio de corte de SIGMA, Chem
Co.) e la longliud deseade y se hirvieron 10 min en una mezcla de NeHCO, el 2%,

EDTA 1mM, se enjuagaron perfectemente con agua bidestilada y se hirvieron en



EDTA 1mM durante 10 min. Se dejaron enfriar, se enjuagaron con agua bidestilada

y se utilizaron inmediatamente. Las bolsas sobrantes se guardaron en refrigeracion.

. Los extractos ECA y EMC se colocaron en las bolsas de dialisis y se pusieron a
4°C, para que se concenlraran por pervaporacion (Curtis, AW., 1967) hasta tener

aproximadamente 1/3 del volumen colocado.

. Los extractos ECA y EMC concentrados por pervaporacion se colocaron en sotucion
reguladora de boratos pH 8.5, se realizaron dos cambios de solucién reguladora,
para eliminar la mayor canlidad de sales y moléculas de menos de 10 kDa de peso

molecular.

. Los extractos una vez dialisados, se guardaron en congelacion en alicuotas de 5 ml

hasta su uso.

lil, Determinacion de proteinas de los extractos

La determinacién de proteinas de los extraclos se realizé por el método de Lowry

(1951). Se determiné antes de la didlisis de ios mismos para obtener el rendimiento y
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después de la didlisis para ajustar concentraciones y utilizar la cantidad adecuada de

proteina en los ensayos posteriores.

IV, Separacién de los componentes de los extractos mediante PAGE SDS

Las muestras se prepararon para el corrimiento electroforético colocando 50 Wl de
regulador de muesira 2X (Tris HC! 0.5 M pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20% y azul de
bramofenol 0.02%) a 150 pg de proteina de el extraclo y se calento a ebutlicion durante
2 min. Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) en
una cdmara de electroforesis marca Bio Rad por el mélodo de Laemmli (1970)
colocando 50 pl de muestra por carril. Después del corrimiento se realizd 1a tincion del

gel con azul de caomasie para visualizar las bandas de proleina.

V. Ensayo inmunoenzimatico (ELISA INDIRECTO)

1. Las placas que se utilizaron fueron de pozos removibles (Immulon tipo i,
Dynatech). Los pozos de la microplaca se sensibilizaron segtn el caso, colocando
100 Wl de cada una de los tres tipos de extracto auna cdncen&radién de 100 pg de

proteina por pozo en solucién amortiguadora de carbonatos 0.1M pH 9.6, A otros
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pozos, que correspondieron a los testigos sin antigeno se les colocaron 100 p! de
regulador de carbonatos. Se incubaron a 37°C durante 1 1/2 h para permitir el

acoplamiento a la fase sélida.

. Se elimind el contenido de los pozos por inversion de la placa y el liquido

remanente fué desechado sacudiendo la placa fuertemente sobre papel adsorbente.

. A continuacidn se efectuaron dos lavados a las placas, con el fin de eliminar el
antigeno no acoplado a la fase sdiida agregando 300 jl de solucion de lavado
(PBS-T) y dejando en reposo 3 min, al cabo de ese tiempo la solucidn se eliminé de

la manera descrita en el paso anterior,

. Se agregaron a todos los pozos 300 pl de regulador de bloqueo, incubandose a
continuacién a 37°C durante 1 1/2 h para permitir el blogueo de los sitios a los que

no se adsorbio el antigeno.,

. Se repitieron los pasos 2y 3.

. Enseguida a cada par de pozos se les adicionaron 100 pl de jos sueros a probar

diluldos (1:10) en PBS-T, a continuacién se incubaron a temperatura ambiente 14 h
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(toda la noche) para permitic que se llevase a cabo la reaccién del anticuerpo con

el antigeno que estd unido a la fase sélida

7. Se repitieron los pasos 2 y 3 para eliminar los anlicuerpos que no se unieron al

antigeno.

8. Segun el caso se adicionaron 100 pl de anticuerpo monocional de ratén anti-IgG1 o
anti-lgG4 humana a todos los pozos diluldo (1:2000) en PBS-T, a continuacién se

incubo a 37°C por 1 h con el fin de permitir la reaccion.

9. Se realizaron los pasos 2 y 3 para eliminar el exceso de anticuerpos que no

reaccionaron.

10.Se adicionaron en todos los casos y a todos los pozos 100 pl de anticuerpo
policlonal de cabra anti-lgG de ratén acoplado a peroxidasa (Fab especifico)

diluido (1:100) en PBS-T, se incubd a 37°C durante 1 h,
11.Se llevaron a cabo los pasos 2 y 3 para eiiminar el conjugado que no reacciond.

12.A continuacion se agregaron a cada pozo 100 pl de una solucidn recien preparada

del sustrato de la enzima, incubando enseguida en la oscuridad durante 30 min
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para permitir la reaccion enzimatica y el desarrollo de color. Para preparar 20 ml de
reactivo; mezclar 3.5 mt de metanol, 16.6 ml PBS, 17 pL de H,0, y 10 mg de orto-

fenilendiamina.

13.La reaccidon fué detenida adicionando una gota de H,S0Q, 8N a todos los pozos.

14, Posteriormente las lecluras fueron realizadas a una absorbancia de 492 nm de
longitud de onda, ajustando el lector de microplacas a cero de absorbancia con un

blanco de reactivos (solucién de sustrato).
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lll. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

El estudio clinico de los pacientes alérgicos seleccionados se realizd en el servicio de
Alergia e Inmunologia del Hospital Juarez de México SS, el crilerio de inclusion fue una
reaccién dérmica positiva a exiractos de acaros con 3 cruces o de mayor intensidad,

algunos de estos parametros se resumen en las tablas lll y IV.

De los pacientes incluidos: 34 manifestaban asma, 39 rinitis, 8 eczema; 24 presentaban
sintomas de dos padecimientos, 7 cursaban con los tres padecimientos. El rango de
edad fue de 4 a 60 afios y se incluyeron 20 Hombres y 29 Mujeres, lo cual concuerda
con las observaciones hechas por Nakagawa, quien afirma que el acaro de! polvo
casero juega un papel importante en la manifestacion y progresién de verios
desérdenes alérgicos como asma bronquial exlrinseca, rinitis alérgica, asma crénica,

urticaria y dermatitis atépica (Nakagawa el al 1983, Nakagawa et al, 1987).
2, OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE TRABAJO
La toma de muestras de polvo de las casas de los pacientes alérgicos, la identificacion

y cultivo de los Acaros fue realizada por Zendejas-Buitrén V.M. 1‘996'. La cantidad de

proteinas extraidas a partir de 10 g de polvo tamizado "fino" del cultivo de &caros o 10
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g de medio de cultivo, fue de 4.2 mg/ml con un rendimiento del 3.15% para el primero y

4.92 mg/m| con unrendimiento de 3.87% para el segundo. Ver tabla Il

TABLA Il. CONCENTRACION DE PROTEINAS DE LOS EXTRACTOS UTILIZADOS

EN LOS ENSAYOS

EXTRACTO CONCENTRACION  DE RENDIMIENTO

PROTEINAS mg/m) (%)

EXTRACTO DE CULTIVO 42 3.15
DE ACAROS (ECA)

EXTRACTO DE MEDIO 49 3.87
DE CULTIVO (EMC)

EXTRACTO COMERCIAL 11.76

(ECO)

3. IDENTIFICACION DE LA COMPOSICION PROTEICA DE LOS EXTRACTOS POR

MEDIO DE ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE.

Posterior al corrimiento electroforético en un sislema de geles discontinuos al 12% de
pollacrilamida, se compar6 la composicién protéica det extracto de cultivo de dcaros
(ECA), un extracto de medio de cullivo (EMC), un extracto comercial de laboratorios
Freeman (ECQ) y de una proteina recombinante purificada de uno de los antigenos
principales del &caro Dermatophagoides pteronyssinus e alergeno Der pl

proporcionado por el institute Research DNAX, Palo Alto, CA. EE.UU.
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TABLA Il. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES ALERGICOS

CON TRATAMIENTO DESENSIBILIZANTE.

Pacientes Edad (Afos) Sexo Sintomas Tpo. Trat.
1 18 F R 2 meses
2 7.8 M AR 1 afo
3 7 M A 1 mes
4 13 F NE 1 mes
5 28 M R 6 meses
6 20 M AR 2 meses
7 48 F AR Homeopdtico.
‘ 8 55 F R <1 afio
\ 9 11 F NE < 2 meses
10 10 F ARE <1 mes
1 15 M AR 1 mes
12 8 M A 1 mes
13 10 M AR < 2 meses
14 53 F R <1 afio
15 34 M ARE <1 afo
16 11 M AR 10 meses
17 7.9 M A <1 mes
‘ 18 60 F NE <1 afio
: 19 35 F NE NE
20 23 F RE . 2 meses
21 40 F A 2 meses
22 15 M ARE <1 mes
23 7 F AR 1 mes
24 35 F NE NE

A:Asma; RiRinitis; E:Eczema; NE: No Establecido; ARE: asma, rinitis y eczema.
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TABLA IV, CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES ALERGICOS

SIN TRATAMIENTO DESENSIBILIZANTE.

Pacientes Edad (Afios) Sexo Sintomas
1 9 M AR
2 54 F ARE
3 22 F AR
4 38 F AR
5 7 F AR
6 9 F AR
7 6 M R
8 14 M AR
9 23 F AR
10 7 M AR
11 19 F AR
12 16 F AR
13 4.8 F ARE
14 43 F R
15 4.9 F AR
16 26 F ARE
17 12 M R
18 12 M AR
19 19 F AR

20 4 F ARE
21 23 M AR
22 -~ F NE
23 57 F AR
24 10 M AR
25 5 M R

AAsma; RiRinitis; E:Eczema; NE: No Establecido.
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De dicho andlisis se observé que existen 6 proteinas con pesa molecular similar entre
los tres primeros extractos. Se encontré una mayor homologia entre el ECA (preparado
por nosotros) y el ECO, los cuales tienen 13 proteinas similares. £l ECA comparte 10

proteinas del mismo peso molecular con el EMC; y entre el ECO y EMC comparten 8

proteinas.

Para la molécula recombinante se identificaron 2 dobletes de proleina, uno con 68 y 72
kDa y otro de 29.5 y 33 kDa, En el ECA y el ECO se encuentran proleinas con similar
peso molecular que la molécula recombinanie y el EMC no tiens proteinas de peso

molecular similar a esta molécula. Ver tabla V y figura 1.
4.ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA

Una vez oblenidos los extraclos de trabajo (ECA, EMC y ECO) se procedid a la
estandarizacion del ELISA con el objeto de poder evaluar la respuesta de anticuerpos
de los individuos de los diferentes grupos de estudio hacia los antigenos de los

extractos.

Para la optimizacién de la determinacion de los niveles séricos de anticuerpos (IgG1 e
lgG4) se utilizaron diferentes tipos de placas, blogueadores, reguladores de
recubrimiento, temperaturas y tiempos de incubacion, asi como fa determinacién de los
titulos de los anticuerpos monaclonales anti-igG1 y antl-lgG4 y ael conjugado, de los

resultados de varios experimentos se eligieron las condiciones de trabajo. Ver tabla Vi
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Figura 1. Andlisis electroforético donde se compara el corrimiento de
las proteinas de los diferentes extractos y Der pl recombinante. Carril
a) Extracto comercial de D. pteronyssinus; b) Marcadores de peso
molecular; ¢ y d) Der pl recombinante; e) Extracto de cultivo de
acaros; f) Extracto de medio de cultivo. La separacién electroforética
se realiz6 en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones no
reductoras y se realizé una tincion con azul de coomasie para
visualizar las bandas de proteina.



TABLA V. COMPARACION DE LA COMPOSICION PROTEICA DE LOS

EXTRACTOS
EXTRACTO  DE | EXTRACTO DE| EXTRACTO rDerp|
CULTIVO  DE| mepIo DE| COMERCIAL
ACAROS CULTIVO
PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa)
> 100 (2) > 100 (2) >100(2)
(2) (2)
83 83 83
72 72
68 68
56.8 56.8
53.7 53.7
435 435
40 40
37.8 37.8
33.4 33.4
31.5 31.5
29 29
: 26.5 26.5
25 25
203 203
17.5 17 17
15.8 15.8 15.8
11.5 1.5
11.3 113
<10 <10 <10

NOTA: Unicamente se colocaron las proleinas que tienen peso molecular

similar por lo menos en dos extractos.
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TABLA Vi. CONDICIONES QUE SE SELECCIONARON PARA LA DETERMINACION

DE ANTICUERPOS IgG1 e IgG4 POR EL METODO DE ELISA,

REGULADOR DERECUBRIMIENTO | soiN.  AMORTIGUADORA  DE
CARBONATOS 0.1M pH 9.6

CONCENTRACION DE ANTIGENO 100 juglpozo 1:30 h a 37°C

SOLUCION DE BLOQUEO LECHE DESCREMADA 2% EN PBS-T
1:.30h

SUEROS HUMANOS DIL. 1:10 EN PBS/T TODA LA NOCHE A
TA.

mAD ANTI-1gG HUMANA DIL. 1:2000 EN PBS/T 1 h A37°C

CONJUGADO DIL. 1:2000 EN PBS/T 1 h A37°C

CROMOGENO OFDEN CPBpH 5030 min A TA.

LECTURA EN D.0. 492 m

OFD = orto-fenilendiamina CPB = solucién amortiguadora de citratos fosfatos

5, NIVELES SERICOS DE igG1 E IgG4 EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO CONTRA

LOS DIFERENTES EXTRACTOS,

El punto de corte para considerara un valor posilivo se considero a partir de los
testigos sin antigeno tomando el promedio de estos mas dos valores de la desviacion
estédndar, dicho valor en densidad Oplica es de 0.85. Los valores individuales
representados en las gréficas son el promedio de los resultados de tres ensayos

independientes que se efectuaron por duplicado.
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Para comparar los valores de IgG1 especifica determinada por ELISA, se
seleccionaron los datos obtenidos contra un extracto (ECA) en el grupo de pacientes
con tratamiento desensibilizante. Las lecturas en densidad 6ptica (D.0). fueron
acomodadas de mayor a menor grado de reconocimiento (Figura 2). Este analisis se
realizé con la finalidad de ver alguna semejanza o diferencia en la respuesta de
anticuerpos en contra de los antigenos de los diferentes extractos en un mismo grupo

de estudio.

Otro tipo de andlisis que se realizé fué aquel en el que se compararon los valores de
19G1 e 1gG4 en contra de los tres exiractos en 1os tres grupos de estudio Figuras 3, 4, y

5).

COMPARACION DE LOS NIVELES INDIVIDUALES DE IgG1 E IgG4 EN CONTRA

DEL ECA EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

El comportamiento en la respuesta de anticuerpos IgG1 es un tanto similar para los
pacientes con tratamiento y aquellos no tratados. Hay un nlmero un poco mayor de
pacientes positivos con tratamiento 17/24 (70.83%), que los pacientes sin tratamiento
156/25 (60%), aunque los niveles de reconocimiento de anticuerpos fueron mayores
para los segundos. Los convivientes de los pacientes alérgicos presentan el menor

reconocimiento 2/20 (10%) hacia el ECA con IgG1. Ver tabla VII.
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Figura 2. Comparacion de los niveles de anticuerpos 1gGl en pacientes alérgicos con

tratamiento desensibilizante en contra de: a) un extracto de cultivo de dcaros (ECA), b) un

extracto de medio de cultivo (EMC) y ¢) un extraclo comercial (ECQ). Las barras
representa valores individuales.
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En el caso de los valores con IgG4 se encontrd un mayor reconacimiento en el grupo
de pacientes con tratamiento 14/24 (58.33%), en comparacion con los pacientes sin
tratamiento 8/25 (32%) y en los convivientes un individuo resulto positivo. El nimero de
pacientes sin tratamiento con respuesta posiliva fue {a mitad respecto al grupo tratado

y en los niveles de anlicuerpo determinados son mucho menores para el de los no

tratados. Ver tabla Vill,

COMPARACION DE LOS NIVELES INDIVIDUALES DE IgG1 E lgG4 EN CONTRA

DEL EMC EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

El reconocimiento hacia el EMC fué semejante al encontrado para el ECA, en los tres
grupos de esludio con las dos subclases de IgG. Los pacientes con tralamiento
presentaron el ndmero mas allo de reconocimiento con 1gG1 hacia el EMC 18/24
{75%), en comparacion con los pacientes sin tratamiento 15/25 (60%) y con respecto a

los convivientes 4/20 (20%), que casi no presentaron respuesta positiva. Ver tabla VI,

En general el reconocimiento hacia el EMC con los anticuerpos 9G4 es menor en
comparacidn con los 1gG1. Los pacientes con tratamiento presentaron una respuesia
de mayor positividad 11/24 (45.83%), los pacientes sin tralamiento casi no
reconocieron antigenos del extracto 3/24 (12.5%) y los convivienles no presentaron

reconocimiento, Ver tapla Vi,
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TABLA VI. RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA RESPUESTA DE

ANTICUERPOS IgG1 EN SUEROS DE PACIENTES ALERGICOS Y SUS

CONVIVIENTES CONTRA EL ECA, EMC Y ECO.

GRUPO ECA EMC ECO
POSITOT % | POS/TOT % | POSITOT %
PACIENTES CON | 17/24 70 | 1824 75 | 20124 83
TRATAMIENTO
PACIENTES SIN | 15/25 60 | 15/25 60 | 18125 72
TRATAMIENTO
CONVIVIENTES 2120 10 | 4/20 20 | 4/20 20
TABLA Vill. RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA RESPUESTA DE
ANTICUERPOS 1gG4 EN SUEROS DE PACIENTES ALERGICOS Y SUS
CONVIVIENTES CONTRA EL ECA, EMC Y ECO.
GRUPO ECA EMC ECO
POSTOT % | POSITOT % | POSITOT %
PACIENTES CON | 1424 58 | 11/24 45 | 15/24 62
TRATAMIENTO
PACIENTES SIN 825 32 | 325 12 7125 28
TRATAMIENTO
CONVIVIENTES 1120 5 0/20 0 | 0120 0
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COMPARACION DE LOS NIVELES INDIVIDUALES DE IgG1 E IgG4 EN CONTRA

DEL ECO EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

El reconocimiento hacia el ECO, también fué semejante al encontrado frente a los olros
extractos. La mayor posiltividad de reconocimiento de antigenos con 1gG1 se observé
en los pacientes con tralamiento 20/24 (83.33%), en comparacién con los pacientes sin
tratamiento 18/25 (72%) y el menor reconocimiento para los convivientes 4/20 (20%).

Ver tabla VII.

El reconocimiento con IgG4 fué menor en comparacidn con IgG1. Aunque el
comportamiento fué similar, es decir mayor positividad para los pacientes con
tratamiento 15/24 (62.5%), menor respuesta en el grupo sin tratamiento 7/25 (28%) y

los convivientes no presentaron reconocimiento alguno. Ver tabla VIl

COMPARACION DE LOS NIVELES DE IgG1 E 1gG4 EN LOS DIFERENTES GRUPOS

DE ESTUDIO EN CONTRA DE LOS TRES EXTRACTOS

En el grupo de pacientes sin tratamiento para el caso de {gG1 hubo una mayor
respuesta en contra del ECO y con IgG4 se encontraron niveles semejantes entre
ambos grupos . En el caso de lgG1 el ndmero de individuos con respuesta positiva fue

similar para el ECA y el EMC y ligeramente mayor para el ECQOy para 1gG4 e} menor
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Figura 3. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgGl a) ¢ 1gG4 b) en pacientes
alérgicos con ftratamiento desensibilizante en contra de un extracto de cultivo de dcaros
(ECA), un extracto de medio de cultivo (EMC) y un extracto comercial (ECO). Las barras
representan valores individuales,
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Figura 4. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgGl a) e IgG4' b) en pacientes
alérgicos sin tratamiento desensibilizante en contra de un extracto de cultivo de acaros
(ECA), un extracto de medio de cultivo (EMC) y un extracto comercial (ECO). Las barras
representan valores individuales.
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representan valores individuales,
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reconocimiento fue en contra del EMC y mayor para el ECA y el ECO con bastante

similitud entre estos Ultimos. Ver tabias 1X y X, y figuras 3y 4.

En el caso de los pacientes sin tratamiento hubo mas diferencias en el reconocimiento.
Para 1gG4 el menor reconocimiento fue en contra del EMC y en mayor grado para el
ECA y el ECO esto tanto en el nimero de individuos con respuesta positiva, como en el
nivel de anticuerpos determinado. En los niveles de lgG1 el mayor nimero de
individuos positivos fue en contra del ECO y el mayor nivel de anticuerpos en contra
del ECA y el menor nivel para el EMC aunque el nimero de individuos positivos fue

igual que para el ECA. Ver tablas IX, X y figura 4.

Para fos convivientes se enconiré un reconocimiento muy bajo con ambas subclases de
anticuerpos comparéndolo con la respuesta de los pacientes con y sin tratamiento. Con
lgG4 précticamente no se observd respuesta y sélo 1 individuo recanocio a Jos
antigenos del ECA. La respuasta con 1gG1 fue similar en contra del ECO y el EMC y

menor para el ECA. Ver tablas IX, Xy figura 5.

COMPARACION DE LOS NIVELES PROMEDIO POR GRUPO DE igG1 E IgG4 EN
CONTRA DEL ECA.,

Los paclentes alérgicos con tratamiento presentaron el mayor porgenléje de positividad
con lgG1 en contra de los antigenos del ECA, seguido del grupo de pacientes sin

tratamiento y en mucha menoar grado los convivientes, En lo que respecta a los niveles
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de anticuerpos, los pacientes sin tratamiento tienen los niveles mds altos de
anticuerpos con una media por grupo de 0.253 de D.O., en segundo lugar se
encontraron los pacientes con tratamiento con una media por grupo de 0.228 y los
convivientes presentaron los niveles mas bajos con una media por grupo de 0.050. Ver
tablas VII, IX y figura 8. Las diferencias en la respuesta de anticuerpos en los grupos
de pacientes con respecto al grupo de los convivientes fueron estadisticamente
significativas, con una p<0,005. No hubo diferencias significativas entre los pacientes

con tratamiento y los pacientes sin tratamiento,

En el caso de los niveles de 1gG4 se enconlrd un comportamiento similar aunque
menor respeclo a los porcentajes de positividad que se encontraron con 1gG1. Los
pacientes con tratamiento (X=0.165) presentan el mayor reconocimiento de los tres
grupas con 1gG4, esta respuesta fué estadisticamente significativa respecto a los
paclentes sin tratamiento con un reconocimiento promedio de 0.085 y una p<0.025. Los
menores niveles fueron por parte del grupo de los convivientes con una media de 0.025
y una diferencla estadisticamente significativa respecto a los grupos de pacientes con

una p<0,005. Ver tablas VIl y Xy figura 6,

COMPARACION DE LOS NIVELES PROMEDIO POR GRUPO DE IgG1 E IgG4 EN

CONTRA DEL EMC.

La respuesta contra las protelnas del medio de cultivo (EMC) es similar, a la que se

encontrd en contra el ECA. Es decir, ! mayor porcentaje de posilividad fue para el
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TABLA X, COMPARACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS IgG1

(PROMEDIO POR GRUPO) HACIA EL ECA, EMC Y ECO.

GRUPO ECA EMC ECO
POS/TOT PROM| POS/TOT PROM| POSITOT PROM

(DO)£8D (DO)£SD (DO)£SD

PACIENTES CON | 17/24  0228| 1824 0205 | 2024 0273
TRATAMIENTO 10.221 10.166 $0.162
PACIENTES SIN 1525 0253 | 1525 0144 | 1825  0.218
TRATAMIENTO 10.229 10,125 30.211
CONVIVIENTES 2020 0050| 4/20 0060 | 420  0.059
£0.085 0,078 +0.062

TABLA X. COMPARACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPQS IgG4

(PROMEDIO POR GRUPO) HACIA EL ECA, EMC Y ECQ.

GRUPO ECA EMC ECO
POS/TOT PROM.| POS/TOT PROM.| POS/TOT PROM.

(DO)£SD. (DO)1SD. - (DO)SD

PACIENTES CON| 1424 0165 | 1124 0114 | 1524 0477
TRATAMIENTQ £0.144 +0.121 0.161
PACIENTES SIN 825  0.085 325  0.045 7125 0.085
TRATAMIENTO +0.081 +0.041 . 0.107
CONVIVIENTES 120 0.025 020 0022 0120 0.016
£0.024 +0.013 10,014
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grupo de pacientes con tratamiento tanto para anticuerpos IgG1 como con IgG4,
seguido del grupo de pacienles sin tralamiento con IgG1 y mucho menor
reconocimiento con 1gG4 y una respuesta muy baja en el grupo de los convivientes y

no hubo respuesta en este grupo con 1gG4.

Los convivientes de los pacientes alérgicos no reconocen con IgG1 a los antigenos
presentes en el EMC (X=0.060). En cambio, los pacientes con tralamiento si los
reconocieron (X=0,205), asi como, los que no lo recibieron (X=0.144), las diferencias
en ambos casos con respecto a los convivientes son estadlisticamente significativas,
con una p<0.005, La diferencia al comparar e! grupo tratado contra el grupo no tratado

fué estadisticamente significativa con una p<0.025. Ver tablas IX y X y figura 6.

Los convivientes tampoco reconocen con IgG4 a los antigenos presentes en el EMC
(X=0.22). Los pacientes con tratamiento presentan una diferencia estadisticamente
significativa tanto con el grupo no tratado, como con los convivientes, con una p<0.005.
La diferencia al comparar el grupo sin tratamiento con los convivientes fue

estadisticamente significativa con una p<0.025. Ver figura 6,

COMPARACION DE LOS NIVELES PROMEDIO POR GRUPO DE igG1 E 1gG4 EN

CONTRA DEL ECO.

Los valores encontrados en contra del ECO son muy parecidos a los encontrados con

el ECA y el EMC, es decir, los convivientes presentan los menores niveles de
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Figura 6. Comparacién de los niveles de anticuerpos IgG1 a) e IgG4 b) en pacientes
alérgicos con tratamiento desensibilizante (CT), sin tratamiento desensibilizante (ST) y sus
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promedios por grupo = SD.
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reconocimiento con IgG1 y una no respuesta con IgG4 respecto a los pacientes
alérgicos. El grupo de pacientes con lratamiento presenta los mayores niveles de
reconocimiento frente al ECO con ambas subclases de anticuerpos determinadas (lgG1

e 1gG4) en comparacion con el grupo no tratado. Ver tablas IX, X y figura 6.

Las diferencias en la respuesta de anticuerpos I1gG1 en los grupos de pacientes
respeclo a los convivientes fue esladisticamente significativa, con una p<0.005 y no

hubo diferencias entre el grupo con tratamiento y el grupo no tratado. Ver figura 6.

Los convivientes de los pacientes alérgicos no reconocieron con IgG4 a los antigenos
presentes en el ECO (X=0.016). En cambio, los pacientes con tratamiento si los
reconocieron (X=0.177), asl como, los no tratados (X=0.085). Las respuestas de los
grupos de pacientes respecto a los convivientes fueron estadisticamente significativas,
con una p<0.005. La diferencia al comparar el grupo con tratamiento con el grupo no

tratado fue estadisticamente significativa con una p<0.025. Ver tabla IX y X y figura 6.
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IV. DISCUSION

Los padecimientos de naluraleza alérgica al acaro Dermatophagoides pteronyssinus,
son las alergias mas comunes en la clinica y son la causa mas importanle de
enfermedades tales como asma bronquial exirinseca, rinilis alérgica y dermatitis
atopica. En el estudio de la alergia al agente causal mas comun, el polvo casero y
dcaros que lo habitan es de interés notar que 60 a 70% de los pacientes que acuden a
los servicios de alergia en los hospitales de la ciudad de México, presentan una
reaccion dérmica positiva con tres 0 més cruces hacia exiractos de polvo ylo acaros

(Anderson et al, 1989).

En las enfermedades alérgicas se tiene bien eslablecido el papel de los anticuerpos
IgE, los cuales se encuentran con niveles séricos muy elevados en la mayorla de los
casos Y participan de manera direcla en el fendmeno inflamatorio, No se ha definide
bien el papel de los anticuerpos IgG o “anticuerpos bloqueadores”. Algunos autores
enfatizan la importancia de los anticuerpes 1gG1 y por olra parte existen grupos de
investigacién que indican que los anticuerpos IgG4 aumentan continuamente con la
aplicacion de tratamiento desensibilizante. El efecto clinico de este mismo se atribuye
principalmente a la formacién de anticuerpos IgG y/o a la reduccién de la produccién

de anticuerpos IgE (Nakagawa et al, 1983; Saito et al, 1992).

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la respuesta inmune humoral de

individuos alérgicos con antecedentes de tratamiento desensibilizante, pacienles
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alérgicos que no han recibido este tipo de tratamiento y hacer una comparacion de
dicha respuesta con {a de los convivienles de esios pacientes, los cuales, son
personas que habitan en el mismo domicilio, tienen caracteristicas genéticas muy
similares, estan expuestos a los mismos alergenos, pero no manifiestan sintomas de
enfermedad que en el caso de I0s individuos alérgicos inducen problemas de

hipersensibilidad tipo |.

El determinar semejanzas o diferencias en el tipo de respussta humoral entre pacientes
y convivientes pueds ayudar & ampliar los conocimientos referentes a las alteraciones
en los mecanismos inmunol6gicos en las enfermedades alérgicas. Sin embargo, ain
cuando en algunos individuos si existen diferencias significativas al comparar sus
niveles de anticuerpos a nivel de subclase, cuando dichos resultados se analizan por

grupo la diferencia no es estadisticamente significativa.

Al analizar la respuesta de anticuerpos IgG1 en contra def ECA, los pacientes alérgicos
con fratamiento desensibilizante (Figura 3) presentan el mayor porcentaje de
positividad, seguido del grupo de pacientes sin tratamiento y finalmente el grupo de los
convivientes con una respuesta muy baja. Por lo que respecta a los niveles de
anticuerpos podemos decir que el tratamiento desensibilizante no modifica de manera
importante la produccién de anticuerpos IgG1 ya que tanto &l ntimero de individuos con

respuesta positiva es muy semejante para el grupo fratadc y aquellos no tratados.
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En o que respecta a los niveles promedio por grupo, para el grupo con tratamienio se
obtuvd un valor promedio por grupo de 0.228 de densidad optica y para los no tratados
de 0.253, estos valores si difieren de manera imporiante con respecio al grupo de los
convivientes cuyo valor medio es de 0.050 de densidad dptica que es un valor muy
bajo. Figura. 6. Las diferencias en la respuesta de anlicuerpos en los grupos de

pacientes con respecto a los convivientes fueran estadisticamente significativas con

una p<0.005.

De manera semejante a lo que ocurre con la respuesta de 1gG1, la respuesta de
anticuerpos 1gG4 de los pacientes alérgicos presenta niveles méas elevados que los
convivientes, el tratamiento desensibilizante induce en estos pacientes un incremento
en los niveles de IgG4, ademds los niveles de IgG4 son menores que los de 19G1 para
los tres grupos de estudio. El porcentaje de positividad en el grupo de pacientes con
tratamiento es de 58% vy un valor de densidad éptica promedio por grupo de 0.165y
esta respuesta fue significativamente mds alta que la presentada por el grupo de
pacientas sin tratamiento con un 32% de porcentaje de positividad y en los niveles de
anticuerpo con un valor de 0.085 de densidad dptica promedio por grupo, con una

p<0.025,

El grupo de los convivientes no responda o lo hace da manera muy débil contra los
antigenos del ECA. La respuesta de los grupos de pacientes fus mayor respecto a la

de los convivientes con una diferencia estadisticamente significativa y una p<0.005

Figura, 6.
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Estos resultados concuerdan con lo descrito por Nakagawa et al, 1983, quienes indican
que en los pacientes asmaéticos sensibles al acaro de polvo casero se incrementd fa
produccién de anticuerpos IgG4 en los pacientes conforme transcurre el tiempo de
tratamiento desensibilizante, ademas, Nakata et al, 1989, demostraron que la 1gG4
puede competir con la IgE por los alergenos y reacciona principalmente con

componentes de elevado peso molecular,

Los cambios en los anticuerpos IgG1 e IgG4 especificos a los &caros no siempre
correlacionan con la eficacia del tratamiento desensibilizante y lo ideal es un aumento
de estos anticuerpos bloqueadores con una reduccion importante de los sintomas del
proceso inflamatorio. Esta bier{ establecido que los anticuerpos IgG totales e lgG1
llegan a una meseta a los seis meses de iniciado el tratamiento y permanecen en ese
nivel tiempo después, mientras que los anticuerpos IgG4 incrementan continuamente

con el tratamiento en pacientes con rinitis perene (Nakagawa et al, 1987).

Djurup et al, 1984; enfalizan la importancia de los anticuerpos 1gG1 en lugar de los
IgG4, indicando que un aumento primario de IgG1 se asocia con una disminucion en la

sintesis de IgE especifica a veneno de abeja.

Etievant el al, 1979; encontraron que un aumento en el tilulo de anticuerpos 1gG4
especificos correlaciona con un buen prondstico en pacientes asmaticos sensibles al

polvo. Por otra parte, Saito et al, 1992; sugieren que el incremento de los anticuerpos
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de bloqueo durante el tratamiento desensibilizante se alribuye al aumento de los

anticuerpos igG1 y no a los anlicuerpos 1gG4.

La utilizacién de un extraclo de cultivo de écaros, nos sirvid para evaluar la respuesta
hacia antigenos presentes en el cuerpo del &caro y de anligenos presenles en las
heces de los mismos. Los principales alergenos del acaro se encuentran en las heces
por lo cual se recomienda la ulilizacién de extractos de las excretas o bien algun
alergeno recombinante purificado. La dificullad en la practica para separar las excrelas
y cuerpos de dcaros de otras proteinas presentes en el cultivo, did lugar para efecturar
la extraccion de las protefnas del cultivo total, el cual, ademas de palvo fino y 4caros,
contiene componentes nutricionales como levaduras, cabello, udas y escamas

humanas, al cual denominamos ECA..

Para completar el estudio de la respuesta de anticuerpos IgG1 e 1gG4 en contra del
ECA enlos grupos de pacientes y convivientes, se evallo dicha respuesta en contra de
un exiracto comercial de acaros de los “Laboratorios Freeman” y en conira de un
extracto de los componentes del medio de cultivo, las razones fueron las siguientes: En
el caso de la utilizacion del ECO, este extracto se utiliza en el diagnéstico de la alergia
al 4caro Dermatophagcides pteronyssinus y es el alergeno en las prusbas
intradérmicas, ademéds, se wuliliza como inmundgeno en los casos en los que los
pacientes se somelen a tratamiento desensibilizante y como se ciia en olros trabajos
durante los primeros meses de tratamiento se incrementa el gra~do de reconocimiento

hacia los antigenos ylo alergenos empleados.
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El empleo de un extracto de los componentes del medio de cultivo (EMC) que
inicialmente fue planteado como un control, obedece a la razén de investigar si la
respuesta abtenida frente al ECA es debida al reconocimiento de antigenos derivados

del acaro y no por el reconocimiento de algun componente del medio.

Un resultado inesperado fue el reconocimiento hacia antigenos del EMC por parte de
los pacientes alérgicos al Dermatophagoides pleronyssinus. La semejanza en el
reconocimiento al analizar los valores individuales frente a los extractos sugiere la
existencia de antigenos compartidos entre el ECA y el EMC. Por un andlisis de
proteinas tefidas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se encontré que los
extractos que mas se parecen son el ECA y el ECO pues ambos extractos comparten al
menos 10 protelnas con similar peso molecular, el ECA'y el EMC presentan 8 bandas

comunes y, entre el ECO y el EMC comparten 7 proteinas. Figura 1.

Por otra parte el reconocimiento hacia el ECA y el ECO fue de la misma magnitud en la
mayoria de los casos, es decir, siun paciente presenta una respuesta positiva frente al
ECA también ia presenta hacia el ECO; en algunos casos el valor de densidad 6ptica

€era un poco mayor para cualquiera de los extractos.

Eil tener un peso molecular idéntico para dos o més bandas de proteina no implica
necesariamente que se ‘rate de la misma molécula, pero da idea de una posible

similitud en componentes y para el caso del ECQ que de acuerdo al fabricante deriva
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de &caros puros, el parecido entre los extractos sugiere que el ECO contiene
componentes del medio de cultivo y no es un extracto derivado de acaros puros, cabe
resaltar que algunas bandas de proleina aparecen en el ECA y ECO no eslan

presentes en el EMC.

Como se dijo previamente, existe una respuesta muy débil por parte de los
convivientes; para el caso de la IgG1, solo 4 sujetos resultaron positivos en conlra del
ECO y el EMC y en contra del ECA solo dos individuos resultaron positivos. Por lo que
respecla a la respuesta con lgG4 solo enconlramos un individuo positive en conlra del
ECA y no se encontrd respuesta en contra del EMC y el ECO. Los valores promedio

por grupo resultaron ser bastante similares hacia los tres extraclos.

De los cuatro convivientes que dieron un resultado positivo, algunos presentan
hipersensibilidad a fdrmacos aungue sin presentar sintomas respiratorios, por lo cual
sugerimos que son individuos que se encuentran en proceso de desarrollar la patologia
alérgica o bien que en el criterio de seleccidn se deberfan de haber incluido en el
grupo sin tratamiento desensibilizante, lo anterior se deduce a partir de la similitud de
respuesta de anticuerpos que presentaron estos individuos y el grupo de pacientes sin
tratamiento desensibilizante, es decir, se encuentran valores positivos en contra los

extractos con IgG1 y una no respuesta o valores menores con 1gG4.

La respuesta de anticuerpos IgG1 en contra de los tres extractos es bastante similar

para los grupos de pacienles con lralamiento y sin tratamiento desensibilizante,
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aunque los niveles de anticuerpos mayores fueron para el ECO en el grupo no tratado
y en contra del ECA en el grupo tratado. Estos resultados contrastan completamante
con el escaso reconocimiento por parte del grupo de los convivientes hacia los tres

extractos.

Esta diferencia no significativa entre ambos grupos de pacientes alérgicos sugiere que
la IgG1 no se modifica con la aplicacidn del tratamiento y que dichos anticuerpos
pueden contribuir a la exacerbacion del proceso inflamatorio, ya que fijan complemento

y pudieran liberarse algunos factores proinflamatorios.

En la respuesta de anticuerpos IgG4 en contra de los tres extractos encontramos
diferencias estadlsticamente significativas-para el grupo sin tratamiento, al comparar la
respuesta obtenida en contra del ECA y ECO, con respecto al EMC, con una p<0.005.
En el grupa sin tratamiento hay un nimero similar de individuos con respuesta positiva
en contra del ECA y el ECO, y menos de la mitad en positividad y niveles de
anticuerpos para el EMC. Aunque esto parece darse también en el grupo tratado; es
decir, similar positividad y niveles de anticuerpos entre el ECA'y ECO y un poco menor
para el EMC, no existieron diferencias estadisticamente significativas al comparar

dichas respuestas.

Durante |a aplicacion del tratamiento desensibilizante a los pacientes alérgicos se les
administran dosis crecientes del ECO, que como ya sugerimos previamente comparte

algunas proteinas del medio de cullivo, lo cual se refleja con un aumento en el

7"



reconocimiento hacia el EMC por parte del grupo de pacientes tratados respecto al
grupo no tratado, en un orden de magnitud de mas del doble tanto en el nimero de
individuos con respuesta positiva como en el nivel de anticuerpos detectado y que

eslos anticuerpos ‘bloqueadores” contribuyan de manera importante para reducir los

sintomas de dichos pacientes,
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V. CONCLUSIONES

La obtencion de extractos de cultivo de écaros y de medio de cultivo de los mismos se
realizd durante dos horas a temperatura ambiente con agitacidn conslante. La
concentracion de proteinas extraidas a partir de 10 g fue de 4.2 mg/m! con un
rendimiento del 3.15% para el primero y 4.92 mg/mi con un rendimiento de 3.87% para

el segundo.

Las condiciones optimas para el ELISA indireclo fueron: sensibilizacion con 100mg de
antigeno por pozo en solucion amortiguadora de carbonatos 0,1M pH 9.6 durante 1:30
hrs; bloqueo con leche descremada al 2% en PBS/T durante 1:30 hrs; incubacion con
el suero del paclente dilufdo 1:10 en PBS/T toda la noche a temperatura ambiente;
incubacion con el mAb diluico 1:2000 en PBS/T 1 h a 37°C; incubacion con el
conjugado diluido 1:2000 en PBS/T 1 h a 37°C, y finalmente se reveld con orlo-
fenilendiamina como cromégeno en solucién amortiguadora de citratos pH 5.0 durante

30 minutos a temperatura ambiente.

Los convivientes de los pacientes alérgicos no reconocen antigenos de los diferentes
extractos, lo cual es una respuesta diferente respeclo a Ja de los pacientes con'y sin

tratamiento, con una p<0,005.
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El mayor reconocimiento en fos pacientes tratados y no tratados en contra de los
diferentes extractos se detecto con IgG1 y en menor grado con 1gG4, esto fue tanto en

al nimero de individuos con respuesta positiva como en fos niveles de anticuerpo.

El tratamiento desensibilizante si modifica fa respuesta de anticuerpos IgG4, los
pacientes con tralamiento aumentan a mas del doble su respuesta de anticuerpos

respecto al grupo sin tratamiento, con una p<0.005,

La respuesta -detectada en contra de un extracto en particular casi siempre
correlaciona con una respuesta positiva contra los otros extractos y en la mayoria de
los casos el reconocimiento fug menor hacla antigenos del medio de cultivo. Aungue

esta diferencia no sea estadisticamente significativa.
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Vil. APENDICE

Reactivos y equipo para desarrollar la técnica de ELISA.

1) Regulador de recubrimiento
Regulador de carbonato bicarbonato 0.1M, pH 9.6

Na,CO,3 1.50¢g
NaHCO, 293¢
H.0 bidestilada cbp 1000 ml
2) Reguladora salina fosfatos PBS 10X, 0.1M, pH 7.4
NaCl 80g
KH,PO, 2g
K:HPO. 29g
KCl 29
Hz0 bidestilada cbp 1000 m
3) Regulador de lavado PBS-Tween 20 al 0.05% (PBS-T)
PBS 10X 100 ml
Tween 20 . 05ml
H;0 bidestilada cbp 1000 ml
4) Regulador de bloqueo

Leche descremada "Sveltes” 29
PBS 10X 10ml
H20 bidestilada cbp 100 ml
5) Regulador de fosfatos citrato, pH 5.0
Acido cirico 0.1 M 243l
Na;HPO,0.2M 257 ml
H;0 bidestilada cbp 100 mi
6) Diluyente de sueros y conjugado
PBS-T (3)
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7) Solucidn de sustralo

Regulador de citralos 25ml
orto-fenilendiamnina 10mg
HzOz al 30% 10 }l'

Preparar al momento de usarse y mantenerlo en oscuridad

8) Material y equipo para desarrollar 1a tecnica.

*Microplacas removibles de 12 pozos con fondo plano de la marca "Immulon 11",

*Lector de microplacas Labsystems Multiskan Plus.
*Estufa bacterioldgica a 37°C.

Reactivos y equipo para desarrollar la técnica de electroforesis (SDS-PAGE)

1) Solucién de mondmeros

Acrilamida g
Bis-acrilamida 08g
H.0 bidestilada cbp 100 ml

Filtrar y guardar en la oscuridad a 4°C
2) Regulador del gel de separacion Tris HCI 1.5M, pH 8.8

Trizma base 18.165¢g
H.0 bidestilada 90.0ml
Ajustar pH y llevar al aforo 100.0 ml

Filtrar y guardar en la oscuridad a 4°C
3) Régulador del gel de concentracién Tris HC1 0.5M, pH 6.8

Trizma base 18.165¢g
H,0 bidestilada 40,0 mt
Ajustar pH y llevar al aforo 50.0 m!

Filtrar y guardar en la oscuridad a 4°C
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4) Lauril sulfato de sodio (SDS) al 10%

SDS 109
H,0 bidestilada cbp 100 m!
5) Persulfato de amonio (PSA) al 10%
PSA 10 mg
H0 bidestilada cbp 100 pl

Preparar al momento de usarse
6) Regulador de corrimiento Tris 0.025M, Glicina 0.192M, SDS 0.1%

Trizma base 309
Giicina 144 g
SDS al 10% 10.0 ml
H.0 bidestilada cbp 1000 m|
7) Regulador de muestra 2X

Tris 0.5 M pH 6.8 25ml
SDS 10% 4.0ml
Glicerol ‘ 20mi
H,0 bidestilada 0.5ml

8) Material y equipo para desarroliar la t&cnica
*Cémar de electroforesis marca Bio Rad (Modelo 422)
*Fuente de poder marca Bio Rad (Modelo 200/2.0 Power Suply)
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