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Abstract

Background: Mites are the main cause of atopy and allergies in the Tropical region. It is necessary
to know the phylogenetic relationship of their allergenic proteins in order to determine the best
combination of extracts for its use at the clinic.

Objective: To assess the phylogenetic relationship between the main allergenic proteins of mites.
Methods: Groups 1, 2 and 5 of Glyciphagidae, Pyroglyphidae, Chortoglyphidae and Acaridae
families were compared according to the sequence of mMRNA and amino acids with the validated
sequences of the National Center for Biotechnology Information and through bioinformatic
alignment analyses for the construction of the trees, the method of neighbor-joining, with bootstrap
support with 500 replications, was used as a measure of reliability and robustness.

Results: 15% to 87% of identity was found in the three groups of allergens; the highest was
between Der p2 and Der 2 (86.98%) and, the lowest, between Der f 5 and Gly d 5 (17.87%)
Piroglyphidae showed the highest relationship between the species. The longest branching
distance was identified in Glicyphagidae, especially in Blomia tropicalis.

Conclusion: Some allergenic proteins have a high identity between the different species of mites,
unlike Blomia tropicalis. These results can be taken into consideration when the diagnosis and
treatment of allergic diseases is being defined.
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Resumen

Antecedentes: Los acaros son la principal causa de atopia y alergias en la region del tropico. Es
necesario conocer la relacién filogenética de sus proteinas alergénicas para determinar la mejor
combinacién de extractos para su empleo en la clinica.

Objetivo: Evaluar la relacion filogenética entre las principales proteinas alergénicas de los acaros.
Método: Se compararon los grupos 1, 2 y 5 de las familias Glyciphagidae, Pyroglyphidae,
Chortoglyphidae y Acaridae de acuerdo con la secuencia de ARNm y aminoacidos con las
secuencias validadas en el National Center for Biotechnology Information y mediante analisis
bioinformaticos de alineamiento. Para la construccion de los arboles se utilizé el método de
neighbor-joining, con soporte por bootstrap con 500 replicaciones como medida de fiabilidad y
robustez.

Resultados: Se encontré 15 a 87 % de identidad en los tres grupos de alérgenos; la mas alta entre
Derp 2y Der f2 (86.98 %) y la menor entre Der f 5y Gly d 5 (17.87 %) Piroglyphidae presento
la mayor relacion entre las especies. En Glicyphagidae, especialmente en Blomia tropicalis, se
identificé la mayor distancia de ramificacion.

Conclusién: Algunas proteinas alergénicas tienen alta identidad entre las diferentes especies de
acaros, no asi Blomia tropicalis. Estos resultados pueden considerarse al definir el diagnostico y

tratamiento de las enfermedades alérgicas.

Palabras clave: Acaros; Alérgeno; Sensibilizacién; Alergia; Atopia

Abreviaturas y siglas
NCBI, National Center for Biotechnology Information

Antecedentes
Las alergias conforman un grupo de enfermedades
frecuentes que resultan de interacciones entre la
constitucion genética de cada individuo y la expo-
sicion a factores ambientales que intervienen en su
desarrollo. Aunque pueden presentarse a cualquier
edad, su inicio suele ser en la infancia y su preva-
lencia parece estar en aumento en los paises en de-
sarrollo, especialmente los ubicados en el tropico.!?
La atopia es un factor de riesgo indispensable
para el desarrollo de alergias mediadas por sen-
sibilizacion a la inmunoglobulina E (IgE)** y esta
fuertemente asociada con el asma, la rinitis y la con-
juntivitis.>® Actualmente, la evaluacion de atopia se
hace utilizando extractos proteicos de las fuentes
sospechosas a las que se expone el paciente, para
evaluar la presencia de la IgE especifica.”® En los
paises del tropico, los acaros son la principal causa
de atopia;>'° los mayormente reportados son Der-
matophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae y Blomia tropicalis.!!213.14

164 Rev Alerg Mex. 2019;66(2):163-177

Los estudios epidemioldgicos han mostrado
que no todas las poblaciones estan expuestas a los
diferentes acaros en la misma proporcion,®’ sin em-
bargo, debido a la reactividad cruzada entre algunas
proteinas, las personas que tienen una sensibiliza-
cion IgE a proteinas que se mantienen conservadas
entre diferentes especies, pueden presentar sintomas
con fuentes a las que no estan expuestos si estas pre-
sentan estas proteinas.'> Usualmente esto ocurre en-
tre proteinas filogenéticamente conservadas con alta
identidad que reciben el nombre de “panalérgenos”
y estan presentes en fuentes ancestralmente relacio-
nadas. Estas proteinas explican porque mas de 97 %
de los pacientes alérgicos a Dermatophagoides pte-
ronyssinus también lo estan a Dermatophagoides
farinae (y viceversa), ya que ambos pertenecen al
mismo género taxonémico y sus proteinas son simi-
lares.!"!? Aunque una alta cosensiblizacion entre los
acaros de una misma familia es lo esperado, esto no
siempre ocurre: aunque Blomia tropicalis ha sido cla-
sificado como un acaro de la familia Glyciphagidae, la
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frecuencia de sensibilizacion a otros acaros de esta
familia como Lepidoglyphus destructor o Glycypha-
gus domesticus es menor de 30 %,'® aun cuando son
acaros de amplia distribucion.

El conocimiento de la reactividad cruzada en-
tre los diferentes alérgenos puede tener importante
impacto clinico, ya que permitiria definir de forma
mas exacta cuales extractos se deben usar en el mo-
mento de realizar las pruebas de alergia para deter-
minar la atopia del paciente y definir los alérgenos
a utilizar si el paciente tiene indicacion de inmuno-
terapia. Teniendo en cuenta estas observaciones y el
impacto clinico que pueden tener una identificacion
adecuada de las fuentes de sensibilizacion que indu-
cen la alergia, en el presente articulo nos propusimos
evaluar la relacion filogenética mediante métodos
bioinformaticos entre las principales proteinas aler-
génicas de acaros de acuerdo con la identidad y la
homologia de sus principales alérgenos.

Método

Se trabajo con ocho acaros de los seleccionados ini-
cialmente, por ser los mas frecuentes en el tropico
y de mayor importancia en las patologias alérgi-
cas, pertenecientes a las familias Glyciphagidae,
Pyroglyphidae, Chortoglyphidae y Acaridae y con
base en las caracteristicas morfologicas (cuadro 1).
De la familia Pyroglyphidae se seleccionaron las
tres especies mas representativas del género Der-
matophagoides: Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides microceras y Dermatophagoides
farinae. En la familia Glyciphagidae se seleccionaron
dos géneros, incluyendo uno de Blomia tropicalis

y Glycyphagus domesticus. Para Chortoglyphidae
también se incluyeron dos especies de géneros di-
ferentes: Euroglyphus maynei y Chortoglyphus ar-
cuatus. Por ultimo, para la familia Acaridae se es-
cogieron tres especies: Acarus siro, Lepidoglyphus
destructor y Tyrophagus putrescentiae.

De estos acaros se seleccionaron los alérgenos
pertenecientes a los grupos 1, 2 y 5. En el grupo 1
se encuentran varios alérgenos mayores de los aca-
ros con una prevalencia de sensibilizacion entre los
pacientes atdpicos a los acaros de 70 a 100 %; estos
alérgenos son glicoproteinas con una masa molecu-
lar de aproximadamente 25 kDa, pertenecientes a la
familia de las cistein-proteasas, aunque se ha descri-
to que algunas pertenecen a las proteasas de serina.
En el grupo 2 se incluyen alérgenos mayores con
una prevalencia de sensibilizacion de 80 a 100 %,
pertenecientes a la familia NPC2 (proteinas secre-
tadas por la epidermis de union a lipidos), con un
peso molecular variable entre 14 y 26 kDa. El grupo
5 son proteinas estructurales, con un peso molecular
de 15 kDa y una frecuencia de sensibilizacion de 20
a 50 %, aunque su funcion en los acaros atin no esta
claramente descrita, sin embargo, en especies como
Blomia tropicalis es uno de los principales alérgenos
con un alto porcentaje de sensibilizacion.

Andlisis bioinformaticos

Para los alincamientos de los alérgenos de los grupos
1,2 y 5 de los acaros se utilizaron secuencias de ARN
y aminoacidos. Para comparar la similitud molecular
con la prevalencia de sensibilizacion encontrada por
Sanchez et al.!¢ se parearon todos los alérgenos encon-

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica clasica de los acaros y frecuencia de sensibilizacion encontrada en poblacion colombiana

Orden Suborden Familia Género Especie
) Acarus Aca s (61 %)
Acaridae

Tyrophagus Tyr p (59 %)
Lepidoglyphus Lep d (67 %)

Glycyphagidae Glycyphagus Gly d (49 %)

Acari Astigmata Blomia Blo t (46 %)
Der p (73 %)

Pyroglyphidae Dermatophagoides Der f (76 %)
Der m (67 %)

Euroglyphus Eur m (69 %
Chortoglyphidae avp ( )
Chortoglyphus Cho a (55 %)
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trados en cada grupo. Se utilizaron las secuencias obte-
nidas a través del programa BLAST, en la base de datos
del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), validadas hasta el 14 de septiembre de 2016.
Solo se incluyeron las secuencias que se encontraban
reportadas en la WHO/IUIS Allergen Nomenclature
Sub-Committee (http://www.allergen.org) y que pre-
sentaran una secuencia completa. En las secuencias
peptidicas de alineamiento pareado se utilizé el pro-
grama CRUSTAL Omega version 1.2.3, disponible en
http://www.uniprot.org, el cual implementa el algorit-
mo Feng y Doolittle modificado por Des Higgins. La
base de datos se describe en el cuadro 2.

Para la construccion de los arboles de cada alér-
geno se utilizoé el programa molecular Evolutionary
Genetic Analysis (MEGA) version 7, utilizando el
método de reconstruccion de neighbor-joining con
soporte por bootstrap con 500 replicaciones como
medida de fiabilidad y robustez, asumiendo minima
evolucion en la topologia. Este modelo utiliza una
matriz comparativa para encontrar la similitud entre
nucleétidos (ARN o ADN) o aminoacidos (péptidos)
de dos o mas secuencias para establecer la proxi-
midad evolutiva entre las especies. Asi, entre mas
valores positivos de identidad se encuentre entre las
secuencias, mayor su relacion y mas proximas en el
arbol. Todos los espacios vacios fueron eliminados
(deleciones completas). A partir de la comparacion
global y las homologias se obtuvo la suma de lon-
gitud de las ramas que determinan la cantidad de
nodos y la posicion de los mismos, incluyendo los
clusters de las secuencias evolutivamente mas cer-
canas. Debido al nimero de secuencias utilizadas no
se realiz6 subanalisis filogenéticos.

Resultados

Al buscar las secuencias en las diferentes bases de
datos, no se encontraron datos para Chortoglyphus
arcuatus y Dermatophagoides microceras, por lo
que estas especies no se incluyeron en el estudio.
Ademas, no se encontraron secuencias de Gly d 1,
Acas5yEurm 5. Lasecuencia de Lep d 1 reportada
por el NCBI es igual a la secuencia Lep d 2 y no se
encuentra registrada en allergome.org, por lo tanto,
esta secuencia tampoco fue incluida en el estudio.

Alineamientos de las secuencias del grupo 1
Los porcentajes de identidad del grupo 1 se muestran
en el cuadro 3. Existio gran variabilidad en las se-
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cuencias (26 a 85 %). El porcentaje de identidad en-
tre Der p 1 y Der f 1 fue de 82.8 % y al compararlas
con Eur m1 se observé una identidad un poco mayor
(84.4 y 85.9 %, respectivamente). La relacion entre
las otras familias fue menor a 40 %. Tyr p 1 en gene-
ral, presenté menor identidad con las demas proteinas
pertenecientes al grupo 1 con los valores mas bajos
entre Derp 1 y Tyrp 1 (26.3 %) y la mayor identidad
conAcas 1(36.9 %). Blo t 1 presentd baja identidad
con las proteinas de la familia Pyroglyphidae, con una
identidad promedio de 32.6 %.

Alineamiento de las secuencias del grupo 2

La proporcion de identidad del grupo 2 se muestra
en el cuadro 4. Los alineamientos del grupo 2 fueron
similares a los del grupo 1. La mayor identidad se
presenté entre las especies pertenecientes a la fami-
lia Pyroglyphidae (Der p 2 y Der f 2), con 86.9 %.
El alérgeno Eur m 2 present6 la mayor relacion
con el género Dermatophagoides spp., al encontrar
una identidad bastante alta en los alineamientos de
Derp2y Eurm?2 (84.2 %) y Der f2 y Eur m 2
(82.1 %). La identidad de la familia Pyroglyphidae
con las demas familias presentd valores que oscila-
ban entre 36 y 41 %. Los valores mas bajos se ob-
servaron en el alineamiento entre Derp 2 y Lep d 2
(31.9 %), seguido de Gly d 2 y Eur m 2 (32.1 %).
Los alérgenos de las especies de la familia Glycypha-
gidae, Blo t y Gly d, presentaron una identidad de
36.1 %, mientras que la identidad de Blo t 2 fue mas
alta con los miembros de la familia Acaridae en los
alineamientos Blo t 2 y Tyr p 2 (50.7 %), Blot2 y
Lepd2(51.40 %)y Blot2yAcas?2 (44 %).

Alineamientos de las secuencias del grupo 5

Los porcentajes de identidad de los alérgenos del
grupo 5 se muestran en el cuadro 5. Para este grupo de
proteinas se presentaron valores mucho mas bajos en
comparacion con los otros dos alérgenos, oscilando
entre 17 y 76 %. El alineamiento entre las especies
del género Dermatophagoides fue nuevamente el
que presentd identidad mas alta, con 76.51 %. Los
datos mas bajos se presentaron en el alineamiento
de esta familia con Gly d 5, donde los valores fueron
de 17.89 % entre Der f 5y Gly d 5y de 18.43 %
entre Der p 5y Gly d 5. El otro miembro de la fa-
milia Glycyphagidae, Blomia tropicalis, present6 un
valor alto al parearlo con Tyrophagus putrescentiae
(51.11 %) y con las especies de la familia Pyro-
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Cuadro 2. Base de los diferentes acaros y sus alérgenos utilizados en los alineamientos

Acaros/alérgenos

Dermatophagoides pteronyssinus

Derp 1 P08176
Derp 2 P49278
Derp5 P14004
Dermatophagoides farinae
Der f 1 P16311
Derf2 Q00855
Derf5 Q3LHF8
Blomia tropicalis

Blot1 A1KXIO
Blot2 ABXENS8
Blot5 096870
Glycyphagus domesticus
Glyd1 N.P.
Glyd2 Q9U5P7
Glyd5 Q1M2M7
Acarus siro

Acas 1 A7UNU3
Acas 2 A7XZH1
Acas5 N.P.
Lepidoglyphus destructor
Lepd1 N.P.
Lepd2 P80384
Lepd5 QIU5P2.
Tyrophagus putrescentiae
Tyrp 1 BOKZL4
Tyrp2 002380
Tyrp5 B2GM93
Euroglyphus maynei

Eurm 1 P25780
Eurm 2 Q9TZZ2
Eurm5 N.P.

Entrada Uniprot

Cédiao Base de ARNm
9 (GeneBank)

Pyroglyphagidae
PEPT1_DERPT U11695
ALL2_DERPT AF276239
ALL5_DERPT S76337
PEPT1_DERFA X65196
ALL2_DERFA D10447
Q3LHF8_DERFA  AB195581

Glycyphagidae
A1KXIO_BLOTA AY291322
ABXEN8_BLOTA  DQ677253
ALL5_BLOTA U59102
N.P. N.P.
ALL21_GLYDO AJ249864
Q1M2M7_GLYDO  AY288675

Acaridae

A7UNU3_ACASI EU092651
ATXZH1_ACASI EU106609
N.P. N.P.
N.P. N.P.
ALL2_LEPDS X83875
ALL5_LEPDS AJ250278
BOKZL4_TYRPU DQ983317
ALL2_TYRPU Y12690
B2GM93_TYRPU  AY800358

Chortoglyphidae
PEPT1_EURMA AF047610
ALL2_EURMA AF047613
N.P. N.P.

Se incluye el codigo de entrada para las secuencias de nucleétidos y aminoacidos.

EMBL = European Molecular Biology Laboratory.
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Base de
aminoacidos EMBL

AABG60215.1
AAF86462.1
AAB32841.1

CAA46316.1
BAA01239.1
BAE45865.1

AAQ24541.1
ABG76185.1
AAD10850.1

N.P.
CAB59976.1
AAQ54605.1

ABU50820.1
ABU97460.1
N.P.

N.P.
CAA58755.1
CAB62212.1

ABM53753.1
CAA732211
AAX34057.1

AAC82351.1
AAC82349.1
N.P.

Numero de
aminoacidos

320
146
132

321
146
132

333
142
134

N.P.

128
255

331
143

N.P.

N.P.

141
110

336
141
135

321
145

N.P.
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glyphidae (Der f 5y Blo t 5 [44.03 %], Derp 5y
Blo t 5 [41.04 %]). Los demas apareamientos no
sobrepasaron 40 % de identidad.

Analisis filogenéticos de las secuencias de
ARNm y aminoacidos de los alérgenos de los
grupos 1, 2 y 5 de los acaros

La historia evolutiva fue inferida utilizando el mé-
todo neighbor-joining para las secuencias de ARNm
y aminoacidos. El arbol filogenético se obtiene de la
suma de la longitud de las ramificaciones. El porcen-
taje de réplicas presentadas asociadas con cada una
de las agrupaciones entre las taxas en la prueba de
fidelidad de bootstrap se muestra en cada ramifica-
cion. La unidad de cada ramificacion es igual a las
distancias evolutivas usadas para inferir la filogené-
tica del arbol. Estas fueron computadas usando el
método de correccion de Poisson. La cantidad de nu-
cledtidos y aminoacidos evaluados varia de acuerdo
con la cantidad de espacios vacios generados por el

alineamiento (gap) y nucledtidos ausentes entre cada
secuencia estudiada.

Arboles de los alérgenos del grupo 1

En los arboles de los alérgenos del grupo 1 se in-
cluyeron seis especies. La suma de las distancias
de las ramificaciones para los arboles de ARNm
y aminodacidos fueron de 1.72 y 2.036, respectiva-
mente. Todos los nddulos presentaron una confiden-
cialidad mayor a 90 % (exceptuando el nddulo de
Tyrophagus putrescentiae y Acarus siro en el arbol
por aminoacidos (55 %). La cantidad de monomeros
evaluados fue de 600 nucledtidos y 208 aminoéci-
dos. Ambos arboles presentaron una topologia muy
similar. Se observé estrecha relacion entre las pro-
teinas de la familia Pyroglyphidae y Euroglyphus
maynei. Las dos especies de la familia Acaridae
se encontraron en la misma ramificacion, sin embar-
g0, no presentaron una estrecha relacion (distancia
al nodulo, 0.39 Tyrophagus putrecentiae y 0.32

Cuadro 3. Alineamiento de alérgenos de acaros del grupo 1 basado en las secuencias de aminoacidos

) i Posiciones Identidad

HAIREETER S dénticas Similares (%)
Dermatophagoides pteronyssinus- Dermatophagoides farinae 266 42 82.86
Dermatophagoides pteronyssinus-Blomia tropicalis 108 104 31.85
Dermatophagoides pteronyssinus-Acarus siro 100 101 29.41
Dermatophagoides pteronyssinus-Euroglyphus maynei 271 40 84.42
Dermatophagoides pteronyssinus-Tyrophagus putrescentiae 91 118 26.30
Dermatophagoides farinae-Blomia tropicalis 113 100 33.33
Dermatophagoides farinae-Acarus siro 110 96 31.88
Dermatophagoides farinae-Euroglyphus maynei 276 33 85.98
Dermatophagoides farinae-Tyrophagus putrescentiae 99 103 28.53
Blomia tropicalis-Acarus siro 136 109 39.88
Blomia tropicalis-Euroglyphus maynei 115 92 34.02
Blomia tropicalis-Tyrophagus putrescentiae 127 102 37.13
Acarus siro-Euroglyphus maynei 106 98 31.08
Acarus siro-Tyrophagus putrescentiae 126 117 36.95
Euroglyphus maynei-Tyrophagus putrescentiae 95 116 27.37
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Cuadro 4. Alineamiento de alérgenos de acaros del grupo 2 basado en secuencias de aminoacidos*

Alineamiento

Dermatophagoides pteronyssinus-Dermatophagoides farinae

Dermatophagoides pteronyssinus-Blomia tropicalis
Dermatophagoides pteronyssinus-Acarus siro
Dermatophagoides pteronyssinus-Lepidoglyphus destructor
Dermatophagoides pteronyssinus-Glycyphagus domesticus
Dermatophagoides pteronyssinus-Euroglyphus maynei

Dermatophagoides pteronyssinus-Tyrophagus putrescentiae

Dermatophagoides farinae-Blomia tropicalis
Dermatophagoides farinae-Acarus siro
Dermatophagoides farinae-Lepidoglyphus destructor
Dermatophagoides farinae-Glycyphagus domesticus
Dermatophagoides farinae-Euroglyphus maynei

Dermatophagoides farinae-Tyrophagus putrescentiae

Blomia tropicalis-Acarus siro

Blomia tropicalis-Lepidoglyphus destructor
Blomia tropicalis-Glycyphagus domesticus
Blomia tropicalis-Euroglyphus maynei

Blomia tropicalis-Tyrophagus putrescentiae

Acarus siro-Lepidoglyphus destructor
Acarus siro-Glycyphagus domesticus
Acarus siro-Euroglyphus maynei

Acarus siro-Tyrophagus putrescentiae

Lepidoglyphus destructor-Glycyphagus domesticus
Lepidoglyphus destructor-Euroglyphus maynei

Lepidoglyphus destructor-Tyrophagus putrescentiae

Glycyphagus domesticus-Euroglyphus maynei

Glycyphagus domesticus-Tyrophagus putrescentiae

Euroglyphus maynei-Tyrophagus putrescentiae

*Se describen posiciones idénticas, similares y porcentaje de identidad

http://www.revistaalergia.mx

Idénticas

127
57
58
52
47

123
57

58
60
61
53
120
60

63
73
52
59
72

65
53
55
58

70

56

66

47
56

54
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Posiciones

Similares

14
59
44
53
46
18
53

61
44
51
44
20
52

51
45
50
59
44

46
44
49
51

38

50

48

47
46

53

(%)
86.98
39.04
39.72
35.61
31.97
84.24
39.04

39.72
41.09
41.78
36.05
82.19
41.09

44.05
51.40
36.11
40.69
50.70

45.45
36.55
37.93
40.55

48.61
38.62

46.47

32.19
39.16

37.24

Identidad
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Acarus siro). Blomia tropicalis fue la especie mas
divergente de los acaros estudiados (figuras 1y 2).

Arboles de los alérgenos del grupo 2

Para el analisis del grupo 2 se incluyeron ocho es-
pecies en ambos arboles. La suma de las distancias
de las ramificaciones para los arboles de ARNm y
aminoacidos fueron de 2.18 y 2.49, respectivamente.
La confidencialidad de los nddulos fue en todos los
casos mayor a 50 %. La cantidad de mondmeros eva-
luados fue de 379 nucledtidos y 125 aminoacidos.
La familia Pyroglyphidae presentd6 nuevamente la
relacion mas estrecha (distancias < 0.2). La proteina
mas distante fue Aca s 2 seguida de Lep 2 y, ademas,
la proteina de Blomia tropicalis se presentd muy
distante en los dos arboles, sin ninguna relacion con
Gly d 2, perteneciente a la misma familia. La rela-
cion entre las demas especies fue muy baja, con ra-
mas mayores a 0.27 en ambos arboles (figuras 3 y 4).

Arboles de los alérgenos del grupo 5

En los arboles filogenéticos del grupo 5 se incluye-
ron seis especies en ambos arboles. La sumas de las
distancias de las ramificaciones para los arboles de
ARNm y aminodacidos fueron de 1.90 y 2.05, res-
pectivamente. La confidencialidad de los nédulos
fue en todos los casos mayor a 70 %. La cantidad
de monomeros evaluados fue de 379 nucleotidos y
109 aminoacidos. Las especies con mayor relacion
fueron las pertenecientes al género Dermatophagoi-
des (< 0.15).

En el arbol filogenético basado en la secuencia
de ARNm se encontré nuevamente que la especie
mas distante de todas, incluyendo a la otra especie
de la familia, fue Blomia tropicalis. En la secuencia
de aminoacidos, Blo t 5 presenté mayor relacion con
Tyr p 5 que en el arbol de ARNm. Nuevamente las
demas proteinas fueron bastante divergentes entre si
(figuras 5y 6).

Cuadro 5. Alineamiento de Alérgenos de &caros del grupo 5 basados en secuencias de aminoacidos

Alineamiento

Dermatophagoides pteronyssinus-Dermatophagoides farinae

Dermatophagoides pteronyssinus-Blomia tropicalis

Dermatophagoides pteronyssinus-Lepidoglyphus destructor
Dermatophagoides pteronyssinus-Glycyphagus domesticus

Dermatophagoides pteronyssinus-Tyrophagus putrescentiae

Dermatophagoides farinae-Blomia tropicalis
Dermatophagoides farinae-Lepidoglyphus destructor
Dermatophagoides farinae-Glycyphagus domesticus

Dermatophagoides farinae-Tyrophagus putrescentiae
Blomia tropicalis-Lepidoglyphus destructor
Blomia tropicalis-Glycyphagus domesticus

Blomia tropicalis-Tyrophagus putrescentiae

Lepidoglyphus destructor-Glycyphagus domesticus

Lepidoglyphus destructor-Tyrophagus putrescentiae

Glycyphagus domesticus-Tyrophagus putrescentiae
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Posiciones Identidad

Idénticas Similares (%)
101 23 76.51
55 58 41.04
40 45 30.07
47 49 18.43
49 48 36.29
59 53 44.03
45 39 33.83
46 51 17.89
50 46 36.76
53 35 39.55
62 40 24.21
69 43 51.11
66 32 25.88
48 36 35.55
57 51 22.17
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D. pteronyssinus Der p 1

93 0.08
0.03 .
E. maynei Eur m 1
100 O
0.39
008 D.farinae Der f 1
94 0.39 T. putrescentiae Tyr p 1
0.09 ‘
0.32 A.siro Aca s 1
0.02
B. tropicalis Blo t 1
0.27
A
0.10

Figura 1. Arbol filogenético de alérgenos de &caros del grupo 1 a partir de las secuencias de acidos nucleicos, utilizando el
método neighbor-joining; se muestra con la suma de la longitud de la rama = 1.72211816. El arbol esta dibujado a escala,
sefialando al lado de las ramas las distancias evolutivas utilizadas. Hubo 600 posiciones en el conjunto de datos final.

Discusion

Los acaros son organismos de distribucion cosmopo-
lita pertenecientes al orden Astigmata, caracterizados
por su cuticula poco queratinizada y su respiracion
cutanea. Se diferencian de los demas artropodos por
no tener un cuerpo segmentado. Estas especies son la
principal fuente de sensibilizacion a IgE y las princi-

pales causantes de alergias en las regiones tropicales.
Las familias mas representativas en las alergias y con
mayor distribucion a nivel mundial son Acaridae,
Glycyphagidae, Pyroglyphidae y Chortoglyphidae.
Sin embargo, por mas de cuatro décadas se ha discu-
tido sobre su clasificacion e hipotesis evolutiva. Las
primeras clasificaciones basadas en las caracteristicas

E. maynei Eur m 1

]
0.0
100 0T D. pteronyssinus Der p 1
0.4
0T D. farinae Der f 1
T. putrescentiae Tyrp 1
46 0.4
0.0
A.siro Aca s 1
0.4
0.1
B. tropicalis Blo t 1
0.4
ey
0.10

Figura 2. Arbol filogenético de alérgenos de acaros del grupo 1 a partir de las secuencias de aminoécidos. La histo-
ria evolutiva se dedujo utilizando el método neighbor-joining. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de longitud de
rama = 2.03618307. Hubo 208 posiciones en el conjunto de datos final.
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D. pteronyssinus Der p 2

69| 0.09
100 e E. maynei Eur m 2
81 0.25 _
0.07 0% D. farinae Der f 2
G. domesticus gly d 2
il 027
L. destructor Lep D 2
0.27
A. siro Aca s 2
68 | 0.35
003 | 58 026 B. tropicalis Blo t 2
0.03 .
0.38 T. putrescentiae Tyr p 2
%

0.10

Figura 3. Arbol filogenético de alérgenos de &caros grupo 2 a partir de las secuencias de acidos nucleicos obtenidas mediante el
método neighbor-joining. Se muestra con la suma de la longitud de la rama = 2.18019072. El arbol esta dibujado a escala; al
lado de las ramas se sefialan las distancias evolutivas utilizadas. Hubo 379 posiciones en el conjunto de datos final.

morfologicas de las especies actualmente establecen
relaciones poco consistentes con los analisis molecu-
lares de las diferentes secuencias de ADN (genoma
y mitocondrial), ARN (mensajero y ribosémico) y

aminoacidos de estos acaros, lo que ha provocado
un debate sobre la clasificacion de las especies en
diferentes grupos taxonémicos con propuestas de
clasificacion diferentes a las iniciales."”

B. tropicalis Blo t 2

70 0.32
0.05 :
7 035 T. putrescentiae Tyr p 2
0.07
%0 0 L. destructor lep d 2
0.01 010 G. domesticus Gly ¢ 2
0.32
A.siro Aca s 2
0.39
100 [002 D. farinae Der f 2
0.35 74 008 D. pteronyssinus Der p 2
003 E. maynei Eur m 2
0.10
e
0.10

Figura 4. Arbol filogenético de alérgenos de &caros grupo 2 a partir de las secuencias de aminoacidos. Se muestra con la
suma de longitud de rama = 2.49796941. La historia evolutiva se dedujo utilizando el método neighbor-joining. Se elimi-
naron todas las posiciones que contenian vacios y datos perdidos. Hubo 125 posiciones en el conjunto de datos final.
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L. destructor Lep d 5

97 0.27
78 0.14 053 G. domesticus Gly d 5
0.08 '
T. putrescentiae Tyr p 5
0.02 Ut p o
o B. tropicalis Blo t 5
100 01z D. pteronyssinus Der p 5
0.37 i
01l D. farinae Der f5
A
0.10

Figura 5. Arbol filogenético de alérgenos de &caros grupo 5 a partir de las secuencias de acidos nucleicos. La suma de

la longitud de ramificacién fue de 1.90357234. La historia evolutiva se realiz6 a partir del método neighbor-joining. En

el arbol dibujado a escala se sefiala al lado de las ramas las distancias evolutivas utilizadas. Hubo 327 posiciones en el

conjunto de datos final.

Clinicamente, esta categorizacion ha tomado
importancia ya que diferentes grupos de proteinas
de los acaros son las principales fuentes de sensibi-
lizacion y, muchas de estas tienen secuencias alta-
mente conservadas presentando una alta homologia.
Entre mayor la identidad entre secuencias y expo-
sicion a los diferentes epitopes, mayor la probabili-
dad de presentar reactividad cruzada y, por tanto, de
sintomas a un mayor numero de especies de acaros.
Ademas, la presencia de estos acaros y la concentra-

cion a la exposicion de los alérgenos esta relaciona-
do con los niveles de IgE especifico en suero y con
el fenotipo del asma alérgica, con lo que se observa
una relacion entre el tipo de alérgeno y la familia a
la que pertenece.'® A partir de lo anterior, al conocer
la estructura primaria de los diferentes alérgenos y
que tan conservadas se encuentran, las secuencias
de epitopos especificos y las concentraciones reque-
ridas del alérgeno para desencadenar la sensibiliza-
cion, se pueden realizar combinaciones de extractos

D. pteronyssinus Der p 5

100 0.15
0.38 . D. farinae Der {5
0.03 - ToF B. tropicalis Blo t 5
0.08 OES T. putrescentiae tyr p 5
99 o L. destructor Lep d 5
D G. domesticus Gly d 5
7

0.10

Figura 6. Arbol filogenético de alérgenos de &caros grupo 5 a partir de las secuencias de aminoacidos. Se muestra el arbol

6ptimo con la suma de longitud de rama = 2.05448287. La historia evolutiva se dedujo utilizando el método neighbor-

joining. Hubo 109 posiciones en el conjunto de datos final.
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de acaros o alérgenos para un mejor diagnostico y
tratamiento de las enfermedades alérgicas.!®"

Los alérgenos de los grupos 1y 2 son importan-
tes en la medicina dada su alta frecuencia de unioén
con la IgE y estas proteinas son usadas frecuente-
mente en las pruebas de diagnéstico y en la inmuno-
terapia alérgeno-especifica.’ Por otro lado, el grupo 5
son proteinas homologas de aproximadamente 15 kD,
sin una funcion conocida. Los tres alérgenos se en-
cuentran principalmente en las heces de los acaros y
estan frecuentemente asociados con el desarrollo de
sintomas en las personas atdpicas.

En los tres grupos de alérgenos estudiados, la
mayor homologia se presenté entre los miembros de
la familia Pyroglyphidae y en algunos casos estos
presentaron una alta homologia con alérgenos de
otras familias. Para el grupo 1y 2, Dermatophagoi-
des pteronyssinus y Euroglyphus maynei presenta-
ron valores de identidad mayores a 80 %, mientras
que en el grupo 5 la secuencia de Eur m 5 no esté
reportada en la base de datos, pero la identidad entre
Der p 5 y Der f 5 fue de 76.51 %, lo que mostrd
alta conservacion en los miembros de esta familia
de proteinas y la probabilidad de que exista una re-
actividad cruzada entre los tres grupos de alérgenos
de estos acaros. La alta relacion de esta familia se
evidencia nuevamente al observar los arboles filoge-
néticos de los tres alérgenos, tanto de la secuencia de
nucleoétidos como de aminoacidos, con la relacion
mas estrecha entre todos los organismos estudiados
y ubicandolos en una rama totalmente independiente,
afirmando la conservacion molecular entre estas
proteinas y su homologia.

El género Dermatophagoides es considerado la
principal fuente de alérgenos en el polvo domésti-
co y la especie mas relevante en las enfermedades
alérgicas como rinitis, asma y dermatitis en las zo-
nas tropicales. Entre los alérgenos de este género,
los grupos 1 y 2 son serodominantes respecto a los
demas alérgenos. En el estudio de Sanchez et al.,'
las pruebas con los extractos de las especies de esta
familia presentaron alta cosensibilizacidén y corre-
lacion en el tamafio de la papula, sugiriendo tam-
bién una reactividad cruzada entre estas especies. Al
comparar los resultados filogenéticos con la preva-
lencia de sensibilizacion en esta poblacion encontra-
mos que existe alta relacion en los resultados, con
los valores mas altos en la familia Pyroglyphidae.
Ademas, al evaluar la razoén de probabilidades, en-

174 Rev Alerg Mex. 2019;66(2):163-177

contramos que Der f'y Der p fueron el principal fac-
tor de riesgo para la sensibilizacion a otras fuentes,
aumentando mas de 20 veces la probabilidad de sen-
sibilizacion a otros acaros de la familia Pyroglyphi-
dae y mas de 10 veces la sensibilizacion a acaros de
otras familias.'®

La identidad entre las demas familias en los tres
grupos es muy baja, lo que demuestra una diversi-
ficacion evolutiva entre estas moléculas y una muy
baja posibilidad de reactividad cruzada. Estudios
que evaluaron esta reaccion entre Pyroglyphidae
y las demas familias presentaron resultados diver-
$0s.3*%12Se han planteado tres posibles causas:

» El origen diferente de los sueros obtenidos, con
caracteristicas genéticas y ambientales especifi-
cas, con una respuesta particular contra los alér-
genos.

* En la mayoria de los casos se evala el extracto
completo del acaro y no los componentes mole-
culares.

* La fuente de donde se obtienen, ya que se ha de-
mostrado que existen variantes genéticas entre los
alérgenos de los acaros provenientes de diferentes
paises y que la variacion de aminoacidos puede
influir también en la union de IgE con el alérgeno.

Una simple modificacion de un aminoacido
puede alterar la respuesta inmunoldgica y la produc-
cion de citocinas.?*?!'? Las implicaciones clinicas de
estos hallazgos son varias: debido a la distribucion
cosmopolita de la familia Pyroglyphidae y su alta
reactividad cruzada con otras especies de la familia
Acaridae, su utilizacion en el diagndstico de atopia
y en el tratamiento de las alergias hace que no sea
indispensable utilizar extractos de las otras dos fa-
milias, lo que ahorr tiempo y dinero tanto para el
paciente como para el médico tratante. La excepcion
a esta utilidad practica serian las zonas donde la fre-
cuencia de acaros de la familia Chortoglyphidae y
Acaridae es mayor que la de los acaros de la familia
Pyroglyphidae, sin embargo, esto no suele presen-
tarse en la region del tropico, donde imperan las es-
pecies de Dermatophagoides.

Para Blomia tropicalis, esta especie es una fuente
importante de sensibilizacion al polvo doméstico
en las regiones tropicales y subtropicales, ya que en
estas zonas la humedad relativa (aproximadamente
85 %) y la temperatura (aproximadamente 28 °C)
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son propicias para el desarrollo de este acaro y la
sensibilizacion es muy frecuente en la poblacion. A
partir de sus caracteristicas morfologicas, esta espe-
cie es clasificada en la familia Glyciphagidae, sin
embargo, al observar los arboles filogenéticos y los
alineamientos encontramos que, en su mayoria, esta
especie es la que presenta una mayor diversificacion
evolutiva incluso con Glycyphagus domesticus, es-
pecie perteneciente a esa familia, con una identidad
muy baja en los alineamientos realizados y una muy
baja relacion con las demas especies en los arboles
filogenéticos.

Nuestros resultados concuerdan con lo propuesto
en 1982 por O’Connor, quien incorpora al género
Blomia en un grupo taxonémico aparte. En traba-
jos realizados previamente encontramos baja co-
rrelacion y probabilidad de cosensibilizacion entre
Blomia tropicalis y las demas especies estudiadas,
con valores bajos en la razon de sensibilizacion, lo
que reafirma la distancia evolutivamente marcada de
esta especie respecto a las familias estudiadas. Por
esto, en la clinica es recomendable evaluar indepen-
dientemente la alergenicidad de esta especie, dada
su baja relacion con las otras especies y la poca pro-
babilidad de reactividad cruzada.

A diferencia de las especies de la familia Pyro-
glyphidae, cuyas principales fuentes de sensibiliza-
cion son los alérgenos de los grupos 1y 2, el alérgeno
del grupo 5 de Blomia tropicalis desempeifia un pa-
pel importante en la sensibilizacion a esta especie,
especialmente en enfermedades respiratorias como
el asma. El reconocimiento de estas secuencias y
la sintesis de epitopos especificos pueden ayudar
a identificar posibles mecanismos de modulacion
de los linfocitos T e inhibir la secrecion de IgE por
parte de los linfocitos B.!” Ademas, se estan recono-
ciendo nuevos alérgenos de gran importancia prove-
nientes de Blomia tropicalis, como Blo t 7, el cual

puede inducir respuestas inmunes innatas a través de
TLR2.% Por lo tanto, es necesario realizar mas es-
tudios sobre esta especie y sus diferentes alérgenos
para comprender a cabalidad el papel que desempe-
fia en las enfermedades alérgicas.

Por otro lado, Glycyphagus domesticus presentd
mayor relacion filogenética con Lepidoglyphus des-
tructor en los alérgenos de los grupos 2 y 5 en las
secuencias de aminoacidos, mas no en la secuencia
de nucledtidos. Probablemente la relacion es visi-
ble en los arboles filogenéticos dada la organiza-
cion de las secuencias y los gap no visibles en el
momento del alineamiento. Dada la homologia, es
probable que estas especies presenten un ancestro
comun y puedan reorganizarse en una sola familia.
Esto se observa en la diversificacion entre Lepido-
glyphus destructor y Acarus siro, muy distantes en
el arbol filogenético de ambas fuentes y con una
identidad media en los alineamientos (45.45 %).
Como contraste, Acarus siro mantiene una relacion
con Tyrophagus putrescentiae, especialmente en el
grupo 1, consistente con la clasificacion morfologica
descrita. Sin embargo, se necesita analizar muchos
mas genes para confirmar esta relacion.

En conclusion, los alérgenos de los grupos 1,
2 y 5 de las especies del género Pyroglyphidae son
altamente conservadas y como principales molécu-
las de sensibilizacion deben considerase y evaluar
la posibilidad de reactividad cruzada entre ellas.
Blomia tropicalis es un componente importante en
la sensibilizacion en los tropicos y, por su distancia
evolutiva, es importante evaluarlo independiente-
mente de las demas. Glycyphagus domesticus y Le-
pidoglyphus destructor se encuentran en la misma
familia y sus secuencias son altamente conservadas,
por consiguiente, su evaluacion como un componen-
te individual también es necesaria, pero solo en las
poblaciones donde se encuentre este acaro.
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