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Diagnaéstico in vitro de alergias tipo I, Deteccion de anticuerpos tipo IgE
especifico en contra alergenos del ambiente y comidas.
(Inhalantes y alimentos).

Las alergias representan actualmente un grupo de patologias de gran prevalencia
en nuestro pais. Aproximadamente el 20-30% de la poblacién padece de algin
tipo de alergia. En el afiio de 1964 fueron detectadas por primera vez las
Inmunoglobulinas de clase E (IgE). Las mismas juegan un rol muy importante
en el desarrollo de las reacciones alérgicas, especialmente en aquellas que se
han clasificado dentro del tipo .

Produccion de anticuerpos tipo IgE:

Luego de su transformacion en “células plasmaticas”, los linfocitos B, secretan
varios anticuerpos, estos circulan por el organismo y son responsables de la
inmunidad de tipo humoral. La transformacién de los linfocitos B a células
plasmaticas estd regulada por células “helper” y células supresoras, Si este
mecanismo de regulacion falla por alguna razoén idiopatica, un antigeno
inofensivo, inocuo y frecuente, puede originar la transformacién de un linfocito
B en una célula plasmatica. Luego, esta célula producira IgE en contra de ese
antigeno.

La union de las IgE al antigeno relevante (alergeno), causa la liberacion de
varios mediadores citoquimicos de alta efectividad por los mastocitos (entre
ellos, la histamina). Estos mediadores son responsables de los sintomas tipicos
de las reacciones alérgicas tales como urticaria, dermatitis, rinitis, fiebre del
heno, asma y choque anafilactico.

Figura 1.: Fisiopatologia de las reaccién alergicas mediadas por IgE (Tipo I).

Atodas las reacciones alérgicas les ha precedido igualmente un primer contacto
asintomatico con el alergeno o antigeno en cuestion, en el cual se forman
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anticuerpos especificos de la clase E (anticuerpos IgE) en contra del mismo.
Cuando el contacto con la sustancia o antigeno desencadenante se repite, los
anticuerpos IgE reaccionan con el alergeno y conducen a la liberacién de
mediadores como la histamina, leucotrienos, prostaglandinas, entre otros, los
que por su parte conducen a los sintomas asociados con la alergia.

Alergias tipo I:

Dentro de la clasificacion actual de las alergias, se ha establecido que aquellas
mediadas por anticuerpos de tipo IgE, se denominan “Alergias Tipo I”, sin
embargo es importante conocer que no toda reaccion de hipersensibilidad en
un paciente, corresponde a este mecanismo, y que por lo tanto hay que
investigar la ocurrencia de otros tipos de reacciones alérgicas, distintas a las
mediadas por la IgE, como aquellas mediadas por células (reacciones tipo IV),
pseudoalergias, entre otras.

Con la deteccion de estos anticuerpos especificos de IgE en el suero es posible
identificar los alergenos desencadenantes de reacciones de hipersensibilidad
alérgicas, siempre y cuando el individuo haya estado en contacto previo con
la sustancia en cuestion en el transcurso de su vida reciente.

Histéricamente el diagndstico de las Alergias tipo | ha sido realizado en base
a la historia clinica del paciente y las pruebas de piel y/o de provocacidn con
las sustancias sospechosas alergénicas; empero, desde finales de los setenta
se han desarrollado técnicas de laboratorio para medir los anticuerpos de tipo
IgE Especifico en el suero de los individuos (diagndéstico in vitro).

Determinacion de IgE especifica sérica:

Para el diagndstico in vitro, el enzimoinmunoensayo (EIA) es una herramienta
de gran utilidad para fa determinacion cuantitativa de anticuerpos de IgE
especificos en el suero sanguineo humano y/o animal. El test se debe realizar
para la confirmacién de una alergia a la luz de la historia clinica y/o del
diagnéstico por pruebas de piel (in vivo). También como esclarecimiento en
aquellos casos en donde los resultados del las pruebas de piel no son
coincidentes con la anamnesis.

Las pruebas in vitro para determinacion de IgE Especifica se han denominado
histéricamente con los acrénimos RAST o EAST dependiendo del método de
deteccién utilizado. (Radio o Enzyme Allergo Sorbent Test).
Si bien las pruebas in vitro no sustituyen a las pruebas in vivo (skin prick test),
se ha demostrado que pueden ser complementarias y de gran ayuda en el
diagndstico de Alergias tipo |, especialmente en algunas situaciones como las
que se enumeran a continuacion:

1. Nifios inquietos o que caracteristicas particulares que puedan impedir la
realizacién de pruebas de piel.

. Pacientes con dermogréafismos o hipersensibles,

. Pacientes con tratamiento antihistaminico.

. Venenos de insectos.

. Pacientes nerviosos.

. Las sustancias alimenticias que son de dificil ensayo en pruebas de piel.

. Pacientes en donde los mastocitos se ubican muy profundamente en la piel.
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El fundamento basico de las pruebas inmuno-enziméticas de determinacion
de IgE especifica, es la sensibilizacién o impregnacién de diversos tipos de
soportes (sélidos y/o liquidos) con extractos purificados de las sustancias
“alergénicas” (Antigeno) a investigar, y su posterior enfrentamiento con el suero
del paciente en cuestion; en el caso de encontrarse anticuerpos de tipo IgE
especificos a dicha sustancia, se producira en el complejo inmune respectivo,
que posteriormente podra ser detectado y cuantificado mediante la técnica
de EIA.
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Como ejemplo, a continuacién presentamos el fundamento de la técnica Allergy
Screen Immunoblott (r-biopharm, Alemania), el cual es un método cuyo soporte
es solido y el método de deteccion es enzimatico:

Figura 2: Determinacion de IgE especifica en fase sélida, Allergy Screen
Immunoblott (R-Biopharm, Alemania).

1. Los anticuerpos IgE especificos del suero se fijan a los antigenos (Ag)
alergénicos impresos en la membrana del test.
2. El anticuerpo conjugado detector (B), se une a las IgE especificas fijadas.
3. El anticuerpo enzimatico (A) se une a (B) y en presencia del sustrato se forma
una banda color morado, cuya intensidad de color es directamente
proporcional a la concentracién de IgE fijado.

Por razones de espacio, en la presente monografia no explicaremos los soportes
en medio liquidos, por lo gue recomendamos a los lectores interesados investigar
en otras bibliografias para su conocimiento particular.

Consideraciones acerca de los soportes y métodos de deteccion usados en la
determinacion de las concentraciones de IgE especifico en suero.
Se entiende por soporte, el medio (sélido o liquido) en el cual son sensibilizados
(fijados) los componentes o sustancias alergénicas, en los ensayos de
determinacién de IgE o IgG especifica en suero.

Tipos de soportes sélidos utilizados para determinacién de IgE especifica:
1. Celulosa.

2. Nitrocelulosa.

3. Plastico.

4. Otros.

Las sustancias alergénicas poseen diferentes epitopes en su estructura molecular,
que pueden generar uniones con anticuerpos especificos en contra de las
mismas.

Por ejemplo, el alergeno “leche”, es realmente una mezcla de epitopes, dentro
de los'cuales se incluyen antigenos individuales de relevancia como la caseina,
la alfa-lactoalbumina, beta-globulina y otros.

En el suero de individuo pueden existir distintos factores inmunolégicos
diferentes a los anticuerpos de tipo IgE especifico, que se pueden unir a los
distintos epitopes presentes en las sustancias alergénicas fijadas en los soportes
utilizados por el método.

Por ejemplo existen anticuerpos de tipo Inmunoglobulina G, (IgG especificos),
que también se pueden unir a las sustancias alergénicas analizadas, asi como
también algunas uniones inespecificas, presentes en cualquier reaccion
inmunolégica a nivel molecular.

Queda claro que se producird una competencia entre los anticuerpos IgE y los
otros factores antes mencionados, para unirse a los epitopes presentes en el
soporte, lo cual se traduce en una disminucién cuantitativa de los sitios de
unién molecular para la IgE presente en el suero del paciente.

De lo anterior se desprende que es muy importante proporcionar soportes
con el tamafo y porosidad adecuados en donde se pueda garantizar
suficientes sitios de union para los extractos alergénicos, de forma de
garantizar la mayor presentacion posible de epitopes para la unién con
los IgE especificos que estén presentes en el suero del paciente, y se logre
disminuir entonces el efecto del fenémeno de competencia que se produce
con los anticuerpos IgE y otros anticuerpos y/o factores inespecificos presentes
en la muestra, mejorando la sensibilidad analitica de la técnica.
Por ejemplo: Un paciente sensible a la caseina, con una mediana concentracion
de anticuerpos IgG en contra la leche, podria generar que la IgE (que
fisioldgicamente se encuentra en mucho menor concentracion gue la I1gG), no

encuentre suficientes sitios de unién en el ensayo, lo cual se traduciria en un
resultado bajo o indetectable de IgE especifico, a una sustancia que realmente
le podria estar causando una alergia tipo |. (Falso Negativo).

Existen diversos tipos de reveladores o marcadores, que se utilizan en los
imunoensayos para determinar la cantidad del analito en cuestion, presente
en la muestra.

Por ejemplo: Enzimas (ELISA), < Quimioluminiscencia, < Fluorescencia (ordenado
de menor a mayor sensibilidad o capacidad de deteccion).
Dependiendo de la sustancia que se desee determinar, un marcador puede ser
mas Util que otros. Normalmente los marcadores fluorescentes y
quimioluminicentes, son més costosos, y requieren de instrumentacion dedicada
para su elaboracion, pero son los que proporcionan una sensibilidad o capacidad
de deteccion mayor, por eso se utilizan en muchas sustancias de baja
concentracion sérica como por ejemplo algunas hormonas, antigenos de
agentes infecciosos, etc.

Sin embargo cuando el soporte es suficientemente grande (espacio fisico en
donde esta sensibilizado el alérgeno), y el sustrato enzimético utilizado es de
alta sensibilidad (por ejemplo p-NPP o BCIP / NBT,) se puede lograr una deteccién
adecuada de los niveles de IgE especifica en suero humano. Ej. R-Biopharm
RIDASCREEN o Allergy Screen.

En el caso de la sensibilidad de deteccién de los reveladores enzimaticos mas
frecuentemente utilizados en inmunoensayos, se tiene que:
TMB < p-NPP < BCIP / NBT

(Ordenado de menor a mayor sensibilidad o capacidad de deteccion).

Por el contrario si el soporte posee una supetficie pequefia y poco porosa y el
sustrato enzimatico usado es de media sensibilidad (TMB), es légico esperar
que la sensibilidad del método sea inferior. Ej.: Soportes de fase solidas fabricados
en material plastico con sustratos enzimaticos basados en TMB. (Ver figura 3).
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Figura 3.: Sensibilidades de los distintos soportes sélidos utilizados en
determinaciones de IgE Especifica.

Reporte de IgE especifica.

Practicamente todos los organismos recomiendan usar un sistema de clases
desde 0 a 6, como ejemplo consideraremos la publicacion de la FDA (Food and
Drug Administration de USA) vigente para las pruebas de IgE especifica:
Radioallergosorbent Test (RAST) Methods for Allergen-Specific
Immunoglobulin E (IgE) 510(k)s; Final Guidance for industry and FDA
Document issued on: August 22, 2001,

En base a esta guia, y en las recomendaciones de gran nimero de médicos de
nuestro pais, recomendamos los siguiente “traduccion” de comentarios para
mejorar las interpretaciones de las clases antes sefalada

Prevalencia de alergenos (alimentos e inhalantes en Venezuela).
Segun los resultados analizados en nuestro Laboratorio de Produccion y Control
de Calidad entre 2007 y 2008, para més de 500 pacientes, las concentraciones
de IgE especifica més frecuentemente observadas fueron para las siguientes
10 sustancias inhalantes:

e e P e e L12t Vil wa Alna ~aAnnn |l aa



bioanalisis

o° & & & (S}
&

&
& b K S
O v > o (&) v§\

<&
o¥

Figura 4.: Prevalencia de los 10 principales Alergenos inhalantes reportados
en las determinaciones de IgE especifica en el Laboratorio de Produccion y
Control de Calidad de Corpodiagnostica, C. A.

En el caso de las comidas, la prevalencia depende de factores como la edad y
costumbres alimenticias de la poblacién en estudio, por lo cual es muy dificil
establecer un indice general sin embargo, los alergenos més frecuentemente
reportados son: pifia, queso gouda, leche en polvo, cerdo, harina de trigo,
mani, maiz, clara de huevo, soya, tomate, naranja, mezcla de mariscos,
cangrejo, cebada, camarones y pollo.

Control de Calidad en determinacion de IgE especifica:

Aungue la mayoria de los equipos de diagnéstico comerciales que se consiguen
en el mercado incluyen sueros de concentracidon conocida para algunas
alergenos (principalmente para acaros), es importante el desarrollo de programas
de control de calidad externo interlaboratorios, que busquen mejorar la exactitud
de las determinaciones reportadas por los laboratorios de bioanalisis.

Nuestro laboratorio implementé en el afio 2007 el Primer Programa de Control
de Calidad Externo en Venezuela, para la determinacion de IgE especifica
mediante el método inmunoblott Allergy Screen de R-Biopharm Alemania.
En el mismo participaron 17 instituciones de salud de todo el pais, incluyendo
a nuestro laboratorio como un participante mas, evaluandosé resultados para
20 alergenos, de un mismo pool de sueros, y controlando todas las variables
involucradas (ej. Lote de reactivos, procedimientos, entre otros). Obteniendo
los resuftados que se presentan a continuacion:
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Figuras 5 y 6: Resultados del Programa de Control de Calidad Interlaboratorios
en diagndstico de IgE especifica, organizados por el Laboratorio de Produccién
y Control de Calidad de Corpodiagnostica a finales del afio 2.007.
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La realizacion del programa permitié detectar oportunidades de mejoras en
los la ejecucién de los procedimientos por parte de los usuarios de cada
laboratorio, asi como de la instrumentacion y componentes utilizados en el
desarrollo de la técnica, en aras de mejorar de forma continua la exactitud y
variabilidad obtenida por dicha técnica.

Este programa de control de calidad inter-laboratorios se sequira efectuando
de forma semestral, de forma de garantizar la calidad y exactitud de los resultados
obtenidos mediante el método inmunoblott Allergy Screen de r-biopharm
Alemania.

Conclusiones:
A mas de 25 afios del inicio de su utilizacion, las pruebas in vitro aun constituyen
un nuevo paradigma dentro del diagnéstico de Alergias tipo |, en donde
claramente se visualizan algunas ventajas frente a las pruebas de piel, tales
como la estandarizacion, cuantificacion y el procedimiento poco invasivo de
las mismas sobre [os pacientes.
Sin embrago su objetivo no ha sido ni serd sustituir a las pruebas de piel, sino
complementar el complejo mundo del diagnéstico de hipersensibilidades de
los pacientes que acuden a la consulta de los médicos especialistas en bsqueda
de un tratamiento adecuado para su Alergia.
Se considera que atin son necesarios muchos estudios adicionales y el desarroflo
de técnicas de laboratorio, cada vez mas sensibles y mejor adaptadas a la
realidad particular de cada alergeno ensayado (especialmente en el caso de
los alimentos y las drogas terapéuticas) y de los individuos en estudio, de forma
de conseguir mejoras en los reportes y por lo tanto tratamientos exitosos que
mejoren la calidad de vida de los pacientes.
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