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En la mayoría de los casos de alergia a los ácaros, el alérgeno causante es el Der p 21. Esta proteína alérgena procede 
de la especie Dermatophagoides pteronyssinus, el ácaro del polvo más frecuente. Para el análisis estructural se han 
realizado tanto estudios teóricos y predicciones de conformación, como técnicas de síntesis experimental y puri-
ficación de la proteína. El estudio de la secuencia de aminoácidos (estructura primaria) y la predicción de su 
conformación mediante la herramienta AlphaFold2 (estructura secundaria y terciaria) ha permitido identificar qué 
aminoácidos estarían involucrados en la estabilidad del péptido y cuáles quedarían más expuestos. Algunos de 
estos últimos han resultado servir como epítopos de inmunoglobulinas tipo E (IgE). Estos resultados podrían ser 
utilizados en el futuro para el diseño de vacunas frente a la alergia a los ácaros. 

 
Palabras clave: Ácaro, alérgeno, AlphaFold, Der p 21, D. pteronyssinus. 
 
In most cases of mite allergy, the causative allergen is Der p 21. This allergenic protein comes from the species 
Dermatophagoides pteronyssinus, the most common dust mite. For the structural analysis, both theoretical stud-
ies and conformation predictions, as well as experimental synthesis and protein purification techniques, have been 
carried out. The study of the amino acid sequence (primary structure) and the prediction of its conformation using 
the AlphaFold2 tool (secondary and tertiary structure) has allowed to identify which amino acids would be in-
volved in the stability of the peptide and which would be more exposed. Some of the latter have been found to 
serve as epitopes of immunoglobulins type E (IgE). These results could be used in the future for the design of 
vaccines against mite allergy. 
 
Keywords: Mite, allergen, AlphaFold, Der p 21, D. pteronyssinus. 
 
 
 
 

Justificación 
 
En las últimas décadas, la prevalencia de las enferme-

dades alérgicas (EEAA) en los países desarrollados se ha 
quintuplicado, hasta el punto de que se las considera ya 
la epidemia no infecciosa del siglo XXI en los países desa-
rrollados. Se ha detectado un aumento constante en los 
diagnósticos de alergia, el cual podría estar asociado con 
la crisis climática global, entre otros factores (Zubeldía et 
al., 2021).  

Cada vez son más frecuentes enfermedades como la ri-
noconjuntivitis, el asma, las dermatitis atópicas, las aler-
gias alimentarias o los fármacos. Así, el impacto de estas 
EEAA sobre la calidad de vida y en la economía es muy 
superior al que por lo general se les asigna. Por su parte, 
los expertos constatan también que conocer bien la en-
fermedad es beneficioso para los pacientes y sus familias. 
Estos datos constituyen en sí, un reto para promocionar 
el estudio y comprensión de los mecanismos que produ-
cen una reacción alérgica. 

 
1 Esta investigación fue seleccionada por el Comité Científico de URANIA, el Congreso de Investigación Joven de Navarra, para participar 

mediante una ponencia en la cuarta edición del certamen, que tuvo lugar en Tudela, Navarra, los días 10, 11 y 12 de julio de 2024. 

En España tienen asma el 5,7 % de los menores de ca-
torce años y el 11,4% tienen alergia, principalmente rinitis 
alérgica. Si se tiene en cuenta que en España hay aproxi-
madamente 6 millones de menores de catorce años, estos 
datos muestran que hay unos 795.000 niños con algún 
tipo de alergia y 397.000 con asma (González-de Paz et 
al., 2023).  

Una reciente investigación poblacional de niños de 
González-de Paz et al (2023), muestra la prevalencia del 
asma y las alergias en España y proporciona cifras com-
plementarias sobre la variabilidad geográfica. El estudio 
indica que los niños con el asma y las alergias tuvieron 
una peor percepción del estado de salud, calidad de vida, 
salud mental, uso significativo de los servicios de salud y 
restricciones en las actividades de la vida diaria (Gonzá-
lez-de Paz et al., 2023). El presente estudio tiene como 
punto de partida el estado de las alergias en los estudian-
tes del IES Plaza de la Cruz, dando una nueva perspectiva 
para ayudar a diseñar políticas nuevas y efectivas. 

Por otro lado, el conocimiento de la estructura mole-
cular de los alérgenos es de gran interés, ya que permite 
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establecer correlaciones entre su estructura y la inciden-
cia de la alergia. Dicho conocimiento puede aportar in-
formación de interés en los casos de reactividad cruzada. 
Es decir, la que se origina cuando la reactividad se pro-
duce contra una proteína distinta al alérgeno que originó 
la sensibilización, pero que es homóloga a él (Villalba et 
al., 2016). A partir del estudio de la estructura primaria 
del alérgeno (secuencia de aminoácidos, aas) las técnicas 
de bioinformática permiten establecer comparaciones 
entre la estructura de alérgenos y entre ellos y las molé-
culas involucradas en la respuesta del sistema inmune. 

Este trabajo ha precisado el uso de técnicas y métodos 
de trabajo muy especializados, y ha sido posible gracias a 
la colaboración y asesoramiento de la Unidad de Crista-
lografía de Proteínas e Inmunología de Navarrabiomed, 
encabezada por el investigador Jacinto López Sagaseta 
(Cristalografía De Proteínas E Inmunología Estructural, 
n.d.). 
 

 
Objeto de estudio 

 
En la Comunidad Foral de Navarra los alérgenos más co-

munes son el polen de gramíneas y los ácaros (E. Arroaba-
rren, comunicación personal, 9 de diciembre de 2022). En 
este contexto, el presente proyecto pretende realizar un 
estudio desde varias perspectivas diferentes: 

1. Se realiza un estudio minucioso del gen codificante 
de la proteína Der p 21, así como de la propia secuen-
cia de aminoácidos (aas). Se realiza una primera pre-
visión de la estructura de la proteína, a partir de la 
secuencia, composición y abundancia de aminoáci-
dos.  

2. A partir de esta información anterior y mediante el 
uso de la herramienta AlphaFold2 (AlphaFold, n.d.), 
se genera una predicción de su estructura secunda-
ria y terciaria. 

3. El siguiente paso, consiste en estudiar la estabilidad 
de la proteína a partir de su estructura, así como de 
los posibles puntos de interacción con las inmuno-
globulinas humanas (IgE) involucradas en los proce-
sos alérgicos. 

4. Paralelamente, se realiza la síntesis por ingeniería 
genética/recombinante de la molécula proteica del 
alérgeno Der p 21. Para ello, se procede a una ampli-
ficación de secuencias mediante clonación del 
cDNA relativo al mRNA codificante de Der p 21. Pos-
teriormente, se inserta en un plásmido recombi-
nante y se induce su expresión en Escherichia coli. El 
péptido resultante se purifica mediante cromatogra-
fía de afinidad IMAC (Immobilized Metal Ion Affinity 
Chromatography, en inglés). 

5. Finalmente, se aborda la cristalización de la molé-
cula de Der p 21 que pretende, en un futuro, la carac-
terización de dicha proteína mediante difracción de 
rayos X, con el objetivo de confirmar la estructura 
predicha por los modelos bioinformáticos. 

 
 

Antecedentes y estado de la cuestión 
 

En la Comunidad Foral de Navarra, los dos tipos de aler-
gias más frecuentes son la alergia al polen o polinosis (ri-
noconjuntivitis) y la alergia causada por los ácaros. La 
alergia al polen afecta a un 10% de la población en algún 

periodo de su vida. La rinitis es la causa más frecuente de 
visitas a las consultas de alergología, afecta al 21,5 % de la 
población. Después, el asma afecta entre el 4% y el 8%, 
según los datos facilitados para España por la Guía Espa-
ñola para el Manejo del Asma publicada el año 2009 (Aler-
gia Al Polen, 2009). 

Asimismo, los ácaros del polvo domésticos, Dermatop-
hagoides pteronyssinus y Dermatophagoides farinae, son 
una de las fuentes de alergias que provocan asma en inte-
riores y, son considerados como las fuentes más impor-
tantes de alergia por ácaros (Fernandez-Caldas, 2007). Los 
alérgenos de los D. pteronyssinus y D. farinae comprenden 
más de 30 proteínas o glicoproteínas que muestran una 
amplia reactividad cruzada inmunológica (Villalba et al., 
2016). La proteína Der p 21 es uno de estos alérgenos y está 
producido únicamente por Dermatophagoides pteronyssi-
nus. Esta molécula Der p 21 parece tener algún papel en su 
sistema digestivo y es expulsada al exterior mayoritaria-
mente a través de las heces de dicha especie de ácaro (We-
ghofer et al, 2008). Aunque el alergeno Der p 21 presenta 
una homología de secuencia con alergenos de ácaros del 
grupo 5 (Der p 5), se trata de un alérgeno distinto.  

En esta investigación se ha seleccionado este alérgeno 
para su estudio, por ser uno de los que inducen una mayor 
reacción alérgica y porque su estructura tridimensional es 
desconocida hasta el momento. Su secuencia de aminoá-
cidos completa está disponible en la base de datos Gen-
Bank (n.d. DQ354124). El gen que codifica este alérgeno 
contiene 420 pares de bases que se traducen en un péptido 
de 140 aminoácidos. 

En los últimos tres años se han desarrollado herramien-
tas computacionales que permiten predecir la estructura 
tridimensional (estructura secundaria, terciaria y cuater-
naria) de las proteínas a partir de su secuencia de aminoá-
cidos. De entre todas estas herramientas, la que destaca 
por su mayor precisión es AlphaFold, un programa de in-
teligencia artificial desarrollado por la empresa tecnoló-
gica DeepMind perteneciente a Alphabet (empresa matriz 
de Google). Esta herramienta realiza predicciones de la es-
tructura de las proteínas mediante el sistema de aprendi-
zaje profundo (Deep Learning). Este sistema utiliza una 
base de datos de secuencias y estructuras de proteínas y 
obtiene patrones con los que predice las estructuras des-
conocidas a partir de sus secuencias de aminoácidos. Alp-
haFold2 es una segunda versión, desarrollada en 2020, con 
predicciones mucho más exactas que las que otros progra-
mas ofrecen (AlphaFold, n.d.). 

Por otro lado, la alternativa tradicional a estas herra-
mientas computacionales ha sido la obtención de proteí-
nas puras en estado cristalino que se analizan mediante 
difracción de rayos X o resonancia magnética nuclear 
(RMN) para determinar su estructura tridimensional real. 
Sus estructuras se publican en la base de datos Protein 
Data Bank (Bank, n.d.). Para la obtención de proteínas pu-
ras en estado cristalino se parte del gen o mRNA que se 
amplifica mediante clonación PCR (de Polymerase Chain 
Reaction en inglés). Una vez se ha conseguido un alto nú-
mero de copias de material genético se inserta en un plás-
mido y se transfiere a un sistema biológico (generalmente 
una variante de E. coli) para inducir su expresión (Kent, 
2009). Por último, se realiza la purificación de la proteína 
recombinante y se favorece su cristalización en forma cris-
talina. 
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Objetivos 
 

Los dos objetivos principales de este proyecto son: 
• O1: Determinar la estructura tridimensional del 

alérgeno Der p 21, producida por la especie de áca-
ros del polvo Dermatophagoides pteronyssinus. 
• O1.1: Determinar la secuencia de aminoácidos 

del alérgeno Der p 21 a partir de la secuencia 
genómica que lo codifica. Para ello, es preciso 
identificar las secuencias señalizadoras, los co-
dones de inicio y final, el marco de lectura y 
aplicar el código genético. 

• O1.2: Predecir la estructura secundaria del alér-
geno Der p 21 a partir del análisis químico de la 
abundancia de cada tipo de aminoácido y sus 
características. 

• O1.3: Predecir la estructura terciaria del alér-
geno Der p 21 mediante técnicas bioinformáti-
cas (AlphaFold). Proponer el grado de fiabili-
dad de cada región de estructura. 

• O1.4: Diseñar una secuencia de cDNA que co-
difique el alérgeno Der p 21 y que pueda ser uti-
lizada para obtener la proteína cristalizada del 
alérgeno Der p 21. Así, la secuencia debe ser vá-
lida para amplificar el gen, insertarlo en un 
plásmido, expresarlo en un sistema recombi-
nante, purificar la proteína y cristalizarla. 

• O1.5: Obtener la proteína cristalizada del alér-
geno Der p 21, caracterizar su estructura me-
diante difracción de rayos X y comprobar el 
grado de similitud con la estructura predicha 
mediante técnicas bioinformáticas. 

• O2: Analizar la estructura tridimensional del alér-
geno Der p 21 e identificar los epítopos del alérgeno 
y las zonas de mayor interés para interaccionar con 
las correspondientes IgE. 
• O2.1: Estudiar las posibles interacciones intra-

moleculares entre los aminoácidos de la propia 
proteína para estudiar la estabilidad de la es-
tructura secundaria y terciaria en cada región. 

• O2.2: Identificar los aminoácidos que quedan 
más expuestos en la estructura secundaria y 
que, por lo tanto, puedan ser posibles epítopos 
con los que interaccionen las inmunoglobuli-
nas involucradas en la respuesta inmune. 

• O2.3: Comprobar cuáles de los posibles epíto-
pos pertenecen a las secuencias identificadas 
en los análisis de inmunorreactividad de la bi-
bliografía. 

 
 

Hipótesis 

 
De los objetivos anteriores se plantean las siguientes hi-

pótesis: 
• H1: El análisis de la secuencia de aminoácidos me-

diante los últimos métodos computacionales es ca-
paz de predecir la estructura del alergeno Der p 21 
con un alto grado de fiabilidad. 

• H2: A partir de la estructura tridimensional (deter-
minada por métodos computacionales o por rayos 
X) se podrán identificar aquellos aminoácidos más 
expuestos (epítopos), a los que probablemente se 
unan las inmunoglobulinas humanas involucradas 
en los procesos alérgicos. 

 
 

Metodología 

 
Para determinar la estructura terciaria de la proteína 

Der p 21 se han aplicado los siguientes pasos: 
• En primer lugar, se ha diseñado un gen que codifica 

la proteína Der p 21, de manera que se pueda deter-
minar la estructura del alérgeno Der p 21 con dos 
metodologías diferentes.  

• Se ha determinado la estructura secundaria y ter-
ciaria de la proteína mediante el uso de dos méto-
dos: computacionales (M1) y determinación estruc-
tural por difracción de rayos X del cristal de dicha 
proteína (M2). 

• Se ha realizado un estudio de las estructuras tridi-
mensionales según el método aplicado. 

• Se han analizado los posibles epítopos del alérgeno 
Der p 21. 

 
 

Técnicas aplicadas para la modelización de  
la estructura del alérgeno Der p 21 por métodos 

computacionales 
 
Consiste en la predicción de las estructuras secundaria 

y terciaria de la proteína Der p 21, a partir de la estructura 
primaria de la molécula, mediante la aplicación de méto-
dos computacionales (Alphafold) basados en inteligencia 
artificial. Para ello, se requiere: 
1. Diseño de una secuencia de cDNA que codifique el 

alérgeno Der p21 
Esta secuencia de cDNA se utilizará durante todo el tra-

bajo (Véase Figura 1). Los criterios aplicados al diseño de 
dicha secuencia de cDNA se indican a continuación. Así 
la secuencia debe ser: 
• Válida para amplificar el gen (los primers de la PCR) 
• Válida para ser insertada en un plásmido. Se deben 

incluir los puntos de las endonucleasas 
• Capaz de expresarse en un sistema recombinante 
• Permitir su purificación mediante cromatografía 

(HIS-TAG) 
2. Determinación de la secuencia de aas (estructura pri-

maria) del gen Der p 21. 
Se realiza la identificación de secuencias señalizadoras 

(caperuza y cola poli A) en el gen Der p 21. A continuación, 
se detectan los codones de inicio (ATG), el marco de lec-
tura (reading frame) y el codón de stop del gen (puede ser 
TAA, TGA o TAG) (Véase Figura 3).  

Se realiza la traducción de los codones a aas aplicando 
el código genético universal (Plaza et al., 2016). La secuen-
cia de aas obtenida se comprueba con la de la base de da-
tos GenBank (GenBank, n.d.). 

El proceso de traducción se aplica de dos maneras. En 
una primera aproximación se realiza de forma manual. A 
continuación, se genera la secuencia de aas utilizando la 
herramienta de transcripción y traducción (DNA<->RNA-
>Proteína, 2023). Este doble proceso tiene la función di-
dáctica y de comprobación de que el resultado final de la 
traducción coincide. 
3. Predicción de la estructura secundaria y terciarias del 

alérgeno Der p 21, a partir de la abundancia de cada 
tipo de aminoácido y sus características (estructura 
nativa) 

La estructura secundaria de la proteína depende del tipo 
de aminoácidos (aas) que la forman y de su abundancia. 
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Así la abundancia o predominio de ciertos aas permite 
predecir de forma cualitativa la estructura del péptido 
(predominio de alfa hélice, lámina beta o presencia de 
transiciones). Los aas indicadores del predominio de al-
guna de las estructuras son (Worsfold et al., 2005): 

• Estructuras α-hélice. Los aminoácidos que la pue-
den formar (por orden de importancia) son: ala-
nina (A), ácido glutámico (E), leucina (L), metio-
nina (M), lisina (K), arginina (R), glutamina (Q) e 
histidina (H). 

• Estructuras β.lámina Los aminoácidos que la pue-
den formar (por orden de importancia) son: va-
lina (V), isoleucina (I), fenilalanina (F), tirosina 
(Y), triptófano (W), treonina (T) y cisteína (C). 

• Giros o transiciones. Los aminoácidos que lo pue-
den formar (por orden de importancia) son: pro-
lina (P), glicina (G), ácido aspártico (D), aspara-
gina (N) y serina (S). 

4. Predicción de la estructura terciaria del Der p 21 me-
diante técnicas bioinformáticas y proponer un grado 
de fiabilidad  

Se ha utilizado la herramienta computacional AlphaFold 
(AlphaFold, n.d.) para predecir la estructura de la pro-
teína Der p 21. Los pasos realizados esta herramienta para 
generar la estructura terciaria de la estructura de la pro-
teína y poder visualizarla en Protein Data Bank han sido: 
• Se accede a AlphaFold y se aplican los pasos que se 

indican a continuación:  
1. Configuración (Setup). En este paso se configura el 

programa y el software requerido: 
2. Instalar software de terceros (Install third- party soft-

ware) 
3. Descargar AlphaFold (Download AlphaFold) 
4. Realizar una predicción (Making a prediction) 
5. Introducir la secuencia de aas a plegar (Enter the 

amino acid sequence to fold). 
6. Buscar en bases de datos genéticas (Search against 

genetics databases). 
5. Ejecutar AlphaFold y descargar predicción (Run Alp-

haFold and download prediction). 
Para poder visualizar la imagen y los aminoácidos, se ac-

cede a Protein Data Bank. Desde ahí, se selecciona Visua-
lize (visualizar) → Mol*(MolStar). Se abre el archivo ge-
nerado por AlphaFold y se ejecuta. 

 
 

Técnicas aplicadas para la determinación estructu-
ral del alérgeno por difracción de RX: Síntesis re-

combinante de la proteína Der p 21. 
 

Los procesos de esta metodología se realizaron en el la-
boratorio de Cristalografía de Navarrabiomed. Se lleva a 
cabo la síntesis de la proteína Der p 21, por medio de la 
producción de proteínas recombinantes utilizando las 
técnicas de ingeniería genética y su posterior cristaliza-
ción.  
1. Materiales empleados. Para la clonación del gen Der 

p 21 se utilizan genes sintéticos que lo codifican y em-
plea agarosa 1%. Para la síntesis del alérgeno Der p 21 
se utiliza el vector pET-28a(+) (Novagen, n.d.). Los 
principales pasos realizados son: clonar el cDNA (ter-
mociclador); su inserción en el plásmido (endonu-
cleasas + mezcla); transformación de las bacterias E. 
Coli; inducir la expresión; detección de colonias en 
gel (gel colony screening en inglés); secuenciación y 
producción de la proteína. Así, el proceso consiste en: 

2. Identificación de los puntos de corte de las endonu-
cleasas en el vector pET-28a(+). 

• Se identifican los puntos de corte de las endonu-
cleasas en el cDNA. Las endonucleasas son Nco I y 
Xho I. 

• Se determina en qué sentido se inserta la sonda 
(cDNA) en el vector pET-28a(+) 

• Se localiza la secuencia en el vector que se une a la 
subunidad pequeña del ribosoma (Ribosome Bin-
ding Site, RBS): AAGGAG (leída en este sentido), 
aunque en la secuencia estaba al revés GAGGAA) 

3. Clonación del gen Der p 21. Las secuencias que codi-
fican el gen Der p 21 se multiplican mediante el sis-
tema de amplificación rápida de extremos de ADNc 
(RACE) 5′-3' y reacciones en cadena de la polimerasa 
(PCR, de Polymerase Chain Reaction en inglés) en un 
termociclador. 

• Separación de las secuencias del gen Der p 21 por 
electroforesis del ADN en gel de agarosa al 1%. 
Comprobación visual y aislamiento del ADN. 

• Purificación de la banda correspondiente al ADN 
de Der p 21, empleando un método de cultivo lí-
quido (QIAGEN Lambda Midi Kit). 

 
Figura 1. Proceso de ligación del gen Der p 21 en el 
vector pET-28a(+) con enzima ligasa.  

Fuente: Elaboración propia. 

 
En este proceso se aísla ADN del gen del resto de impu-

rificaciones que pueda haber. El ADN de Der p 21 aislado 
tiene un peso molecular de 135408,16 Da. 
4. Inserción del gen Der p 21 en el plásmido. 
• Digestión enzimática del ADN, con enzimas de di-

gestión Nco 1 y Xho 1. En este paso se necesita te-
ner a cada lado del gen Der p 21 unas secuencias 
concretas de bases para que encajen con el vector 
pET-28a(+) (Figura 1). Así se deben recortar estas 
secuencias por los extremos, para que el ADN 
tenga la secuencia adecuada. Las encargadas de re-
cortar estas secuencias son las enzimas de diges-
tión Nco 1 y Xho 1. En este caso, las enzimas iden-
tifican unas secuencias concretas en estos extre-
mos del gen, a las que se unen y, posteriormente 
las corta, dejando la secuencia del ADN deseada 
con los extremos de una forma determinada (Fi-
gura 4: paso a). Este proceso, permite encajar el 
gen Der p 21 en el vector pET28. 
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• Ligación ADN Der p 21 en el vector pET-28a(+), 
con ligasa. Es el proceso por el cual el gen Der p 21, 
previamente recortado por las enzimas de restric-
ción, es capaz de unirse al vector pET-28a(+) (paso 
c). De esta manera, se encaja con la forma que 
tiene el vector (paso b). Este paso lo lleva a cabo la 
enzima ligasa, que encaja adecuadamente los ex-
tremos del vector y del gen y los une. Al final, este 
vector acaba incorporando el gen y pasa de una 
forma abierta a cerrada (Figura 1). 

5. Transformación bacteriana por choque térmico de 
las bacterias E. Coli (dhs α). Se introducen bacterias 
E. Coli (dhs α) con el vector pET 28 ligado al gen Der 
p 21 en un tubo a 4 ºC. Después se mantienen en una 
estufa durante 30 min a 42 ºC. A continuación, se deja 
2 min en hielo y se añaden 250 mL de medio SOC 
(Super Optimal Broth). Después, se dejan en agita-
ción durante 1 h a 37 ºC. De esta manera el vector ya 
ligado, se puede introducir dentro de las bacterias E. 
Coli (dhs α). 

6. Inducción de la expresión en el cultivo de E. Coli (dhs 
α) y Gel Colony Screening 

Se siembra una placa durante toda la noche. Se com-
prueba si hay colonias positivas en la placa (con bacterias 
que contienen el vector pET-28(+). Se toman muestras de 
las colonias de las placas y se introducen en tubos con el 
medio para bacterias. Se vuelve a realizar una PCR para 
obtener más cantidad de ADN (gen Der p 21).  

A continuación, se prepara un gel de agarosa para reali-
zar otra electroforesis. Con esto se comprueba que colo-
nias contienen más ADN (gen Der p 21). 
7. Secuenciación del gen Der p 21. Este paso se realiza 

para comprobar que el proceso ha transcurrido de la 
forma correcta, asegurando que el gen Der p 21 tiene 
la secuencia de nucleótidos correcta. 

8. Producción de proteínas Der p 21. 
• Transformación BL-21 (E.  Coli). Se introduce un 

vector con el gen Der p21 dentro de las bacterias. Se 
realiza mediante choque térmico, es decir, las bac-
terias están congeladas en un medio líquido (con 
calcio y otros elementos). Estos componentes ha-
cen que elementos externos como la construcción 
de ADN y vector puedan traspasar la membrana de 
las bacterias más fácilmente, haciendo que sea más 
permeable, en ciertas condiciones. Gracias al cho-
que de calor (hielo-calor-hielo) es capaz de intro-
ducirse el vector dentro de la bacteria. Se realiza 
para comprobar si la proteína Der p 21 producida es 
soluble, es decir, se encuentra en el citoplasma, o 

no es soluble, y se encuentra en las membranas. 
Para ello, se añade IPT 6 para activar la producción 
de proteínas. Para comprobar si Der p 21 es soluble, 
a la mitad de las muestras se les añade 1 mL de TBS 
y se someten a sonicación, para romper las células. 
Para comprobar si son insolubles, a la otra mitad de 
las muestras se les añade LB y no se aplica sonica-
ción. En el cultivo de 50 mL se realiza una prueba 
de expresión, para saber cuánto tarda en expresarse 
la proteína. 

• Gel Poliacrilamida 15% para comprobar si la pro-
teína es soluble o insoluble. En un gel de poliacrila-
mida se añaden las muestras y se realiza una elec-
troforesis para comprobar si Der p 21 es soluble. 

9. Purificación de la proteína Der p 21 recombinante con 
métodos cromatográficos. Se utiliza el método de co-
lumna de níquel. Se captura la proteína mediante el 
níquel, gracias a la cola de histidinas (después de ais-
larla) y luego se libera la proteína. Primero se equili-
bra la columna con un buffer idéntico al que lleva la 
muestra. Después se captura la proteína, que se 
queda dentro hasta añadir el buffer de dilución, de 
manera que la proteína se libera. El resto de las etapas 
planeadas en esta sección no se han llevado a cabo. 
Así, los pasos pendientes de realizar son: Cristaliza-
ción de las moléculas Der p 21 y su caracterización es-
tructural por rayos-X. 

10. Cristalización de las moléculas de Der p 21. Para este 
proceso, es necesario la realización de un cribado de 
las condiciones óptimas para la cristalización de la 
proteína. 

11. Caracterización estructural por difracción de ra-
yos-X de Der p 21. Tras la obtención de cristales apro-
piados, se debe realizar su difracción de rayos X. La 
aplicación del software especializado para procesar 
los datos de difracción determina la estructura tridi-
mensional de la estructura de la proteína cristalizada 
Der p 21. 

 
 

Resultados y discusión 
 

En primer lugar, se detallan los resultados correspon-
dientes a las técnicas desarrolladas, para finalizar se estu-
dian los posibles epítopos de la proteína Der p 21 en fun-
ción de su estructura. 

La secuencia principal de bases de cDNA que se ha dise-
ñado según los criterios incluidos en la metodología se 
muestra en la Figura 2. 

Figura 2. Secuencia de nucleótidos del cDNA diseñada que codifica Der p 21.  

Fuente. Elaboración propia. 
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A partir de la secuencia de pares de bases del cDNA se 

ha generado la estructura primaria o secuencia de ami-
noácidos de la proteína recombinante del Der p 21. 

Seguidamente se determina la presencia de cuatro pép-
tidos diferenciados en los que predomina las estructuras 
α-hélice, ya que hay un gran predominio de los aminoáci-
dos que la tienden a formar (Worsfold et al., 2005).  

La distribución de los aminoácidos de la proteína Der p 
21 (a partir del cADN) es la siguiente: 
• Aminoácidos proclives a formar α-hélice 
• Aminoácidos proclives a formar β-lámina 
• Aminoácidos proclives a formar giros o transicio-

nes 
MGKFIITLFAAIVMAAAVSGFIVGDKKEDEWRMA-

FDRLMMEELETKIDQVEKGLLHL-
SEQYKELEKTKSKELKEQILRELTIGENFMKGALKFFEME
AKRTDLNMFERYNYEFALESIKLLIKKLDELAKKV-
KAVNPDEYYLEHHHHHH 

Concretamente, en la proteína Der p 21 el 61,74% de sus 
aminoácidos son proclives a formar estructuras de α-hé-
lice, el 23,49% β-lámina y el 14,77% giros. Del análisis de 
la composición y abundancia de aas (en la proteína tradu-
cida del cADN) se determinan 4 regiones peptídicas (P1, 
P2, P3 y P4) con estructura de alfa hélice. 

Las gráficas del Anexo 1 muestran la distribución en % y 
en número de aminoácidos según estructura. Todas ellas 
muestran el predominio de estructura alfa hélice en los 
cuatro péptidos.  

De acuerdo con estos resultados, en el caso del péptido 
1 la estructura que se generaría sería una alfa hélice ya que 
requiere de una menor abundancia de sus aminoácidos tí-
picos para formarse. Por el contrario, la lámina beta re-
quiere de un mayor abundancia y extensión de sus ami-
noácidos proclives. 

En conclusión, las estructuras que se proponen para los 
péptidos 2, 3, 4 y 4’ son claramente de tipo α-hélice.  

En base a la secuencia de aas, se crea la estructura ter-
ciaria con el programa de Alphafold. El fichero .pdb que se 
genera permite ser utilizado para visualizar la estructura 
utilizando Protein Data Base. En las siguientes imágenes 
aparece la estructura predicha por AlphaFold para el aler-
geno Der p 21.  

Es decir, su estructura está formada por cuatro péptidos 
(P1, P2, P3 y P4) con estructura alfa hélice y un cuarto pép-
tido P4’ cuya estructura tiene un menor grado de fiabili-
dad según el programa. 

 
Figura 3. Imágenes de la estructura (modelo cintas y 
con grupos -R expuestos) proteína Der p21 generadas 
por AlphaFold. 

 
Fuente. Elaboración propia a partir de AlphaFold. 

 
Se compararon las estructuras predichas por el estudio 

de la distribución de aas y su abundancia en los cuatro 
péptidos (estructura nativa) y la estructura generada por 

AlphaFold (estructura AlphaFold). Se ha utilizado la herra-
mienta PepDraw para visualizar los péptidos (PepDraw, 
n.d.). Las interacciones débiles (puentes de hidrógeno, in-
teracciones π, ...) entre los aas de la estructura primaria 
de la proteína son las responsables de la estabilidad de la 
estructura terciaria (Figura 4). 

Dentro de la estructura terciaria interna de las proteínas 
podemos distinguir dos tipos de según las interacciones 
entre aminoácidos estén dirigidas hacia el interior de la 
proteína o hacia el exterior. Por tanto, se analizan:  
• Tipo I: Interacciones por puentes de hidrógeno y de 

tipo π en cada una de las cuatro cadenas polipeptí-
dicas.  

• Tipo II: Nivel de exposición de los restos de ami-
noácidos (grupos -R) que están hacia el interior (no 
expuestas) de la alfa hélice de cada polipéptido y las 
que se exponen hacia el exterior de la parte central 
de la proteína. 

 
Figura 4. Imágenes generadas de la estructura del 
Der p 21 con presencia de interacciones puentes de 
hidrógeno (en línea discontinua azul), y de los gru-
pos expuestos (-R) hacia el interior y exterior de las 
cadenas peptídicas. 

 
Fuente. Elaboración propia con visualizador PDB. 
 
La información resultante del análisis de las interaccio-

nes débiles (Tipo I) se muestra en la Tabla 1. Como se 
puede observar en la Tabla 1 los péptidos P2, P3 y P4 con-
tienen un número muy alto de puentes de hidrógeno en-
tre aminoácidos cercanos. Estos puentes de hidrógeno es-
tabilizan la estructura de alfa-hélice y son un buen indica-
dor tanto de la calidad de la predicción como de la con-
servación evolutiva de la secuencia que ha ido seleccio-
nado aquellos aas que conservasen la conformación espa-
cial funcional de la proteína. Por el contrario, el péptido 
P1 apenas muestra puentes de hidrógeno entre los aas de 
su cadena. Una explicación a esto podría ser que esos pri-
meros 19 aas de la proteína se pierden instantes después 
de su síntesis, por lo que no están presentes en la mayor 
parte de la vida útil de la proteína. Por lo tanto, tampoco 
participan en su conformación funcional y probablemente 
por ello no requieran de una estabilización como la del 
resto (P2, P3 y P4). 

Tras realizar un estudio exhaustivo de las características 
estructurales y químicas de la proteína, se han detectado 
sus posibles epítopos, susceptibles de establecer interac-
ciones con los IgE humanos. 

Para ello se ha realizado un estudio (Tipo II) en el que 
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se han identificado los residuos (-R) de los aas más ex-
puestos o superficiales, ya que son los más susceptibles de 
interaccionar con los aas de otras cadenas-péptidos de la 
propia proteína o de interaccionar con las inmunoglobu-
linas humanas. 
 
Tabla 1. Resumen de las interacciones por puentes de 
hidrógeno y de tipo π presentes en las cuatro α-héli-
ces de la estructura del Der p 21. 

Interacciones 
de Tipo I* 

Puentes de hidrógeno 
por péptido 

Interacciones 

tipo π débiles 

Péptido 1 5  
 

Péptido 2 48 2 

Péptido 3 27 
 

Péptido 4 18 
 

Nota. * Sólo aparecen en los aas: triptófano o fenilalanina y tiro-
sina. 
 
Fuente. Elaboración propia.  

 
• Aas orientados hacia el interior: no susceptibles de 

interaccionar con las IgEs, pero sí de interaccionar 
con aas de otros péptidos de la misma proteína). 
Se han identificado las siguientes interacciones 
(puentes de hidrógeno) entre los siguientes aas de 
distintas cadenas (el péptido 1 se ha omitido por 
no formar parte de la proteína madura): 
• Phe 35 (P2) con Arg 100 (P4) (estabilización 

de P2 y P4) 
• Asp 36 (P2) con Tyr 111 y Arg 100 (P4) (estabi-

lización de P2 y P4) 
• Ser 69 (G2) con Leu 72 y Lys 73 (P3) (estabili-

zación del giro G2) 
• Leu 72 (P3) y Ser 69 (G2) con Lys 134, Val 134 y 

Lys 132 (P4) (estabilización de P3 y P4) 
• Lys 73 (P3) con Ser 69 (G2), Lys 133 y Val 135 

(P4) (estabilización de P3 y P4) 
• Met 96 (P3) a Arg 100 (G3) (estabilización del 

giro G3) 
• Ala 98 (G3) a Asp 36 (P2) y Glu 97 (P3) (esta-

bilización del giro G3) 
• Arg 108 (P4) a Asp 36 (P2)  (estabilización de 

P2 y P4) 
• Val 132 (P4) a Lys 73 (P3) (estabilización de P3 

y P4) 
Las numerosas interacciones entre los péptidos P2, P3 y 

P4, así como sus giros (G2 y G3) son un buen indicador de 
la estabilidad de la proteína, así como de la calidad de las 
predicciones. 
• Aas orientados hacia el exterior: susceptibles de ser 

epítopos con los que interaccionen las IgEs huma-
nas (el péptido 1 se ha omitido por no formar parte 
de la proteína madura): 
• Péptido 2: Ile 21, Leu 23, Ala 25, Trp 31, Arg 32, 

Phe 35, Arg 37, Met 39, Glu 44, Lys 52, Glu 59, 
Lys 62. Glu 63, Lys 66 

• Péptido 3: Lys 70, Glu 74, Gln 75, Arg 78, Glu 
79, Ile 82, Glu 84, Phe 86, Lys 88, Lys 92, Glu 
95, Met 95, Met 96, Glu 97 

• Péptido 4: Lys 99, Met 105, Phe 106, Arg 108, 
Met 105, Phe 106, Arg 108, Glu 112, Phe 113, Glu 
116, Lys 123, Lys 124, Glu 127, Ala 129, Lys 130 

Los péptidos P2, P3 y P4 muestran 14, 14 y 15 aminoáci-
dos, respectivamente, orientados hacia el exterior y que 

son susceptibles de interaccionar con las inmunoglobuli-
nas IgE. A priori ninguno de los tres péptidos muestra un 
predominio de interacción con las IgE sobre el resto, ya 
que todos muestran numerosos aas superficiales. 

La estructura del Der p 21 generada por Uniprot muestra 
una gran analogía por la generada a través de Alphafold. 
Es decir, ambas presentan cuatro péptidos con estructura 
de alfa hélice. Sin embargo, en la estructura que generada 
con Alphafold, en el apartado 6.1.4, había un alto grado de 

confianza (pLDDT＞90) para los cuatro péptidos P1, P2, 

P3 y P4, y baja para el caso del P4’ (pLDDT＞50) (Figura 

5). 
 

Figura 5. Capturas de pantalla de la predicción de la 
estructura de la proteína de Der p 21 por Uniprot. 

Fuente. UniProt. (s. f.).  

 
Para la predicción realizada por Uniprot (UniProt. (s. f.). 

aparecen cuatro péptidos con estructura de alfa hélice y 
un residuo. El grado de confianza es menor que en el caso 
anterior. Así solo dos péptidos (en azul oscuro) tiene un 

nivel de confianza alto (pLDDT＞90), un tercer péptido 

tiene en su mayoría un nivel de confianza alto, salvo una 

sección cuyo (90＞pLDDT＞70). El cuarto péptido tiene 

tres zonas diferenciadas, la azul oscura (pLDDT＞90), la 

azul claro (90＞pLDDT＞70) y una zona amarilla terminal 

(70＞pLDDT＞50). En esta predicción existen dos resi-

duos en dos péptidos diferentes, al comienzo y final de la 
cadena de aas cuya confianza es muy baja. 

Por otro lado, si analizamos la estructura propuesta por 
el análisis ab initio (Weghofer et al, 2008) el resultado es 
mucho menos definido y concluyente que en los modelos 
predichos por métodos bioinformáticos basados en inteli-
gencia artificial (Alphafold y Uniprot). La mayor diferencia 
reside en que el modelo ab initio predice dos dímeros con 
dos hélices cada uno, en lugar de un monómero formado 
por cuatro péptidos (modelos de AlphaFold y Uniprot). 
Los métodos computacionales predicen que el 88% de la 
estructura será ∝-hélice, 5% ß-lámina y 7% una estructura 
aleatoria sin determinar. El modelo ab initio más típico de 
Der p 21 presenta como una envolvente que tendría una 
forma alargada. La envolvente de los modelos promedia-
dos adopta la forma de dos triángulos relacionados por 
doble simetría. En el dímero refinado, las hélices con N-
terminal forman una bobina dimérica antiparalela inter-
molecular. Mientras que las hélices 2 y 3 forman un se-
gundo dímero con bobinas en espiral que interaccionan 
entre ellas. El modelo propone que la dimensión de la en-
voltura es de 8,7 nm (Weghofer et al, 2008). 

Uno de los aspectos más relevantes de estudiar las es-
tructuras terciarias y cuaternarias de las proteínas es de-
terminar el grado de afinidad que pueden tener con las 
inmunoglobulinas IgE a nivel molecular. 

Weghofer (2008) ya estudió la posible interacción entre 
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la molécula de Der p 21 y los IgE. El modelo ab initio que 
propuso auguraba que esta molécula podría ser intere-
sante en cuanto a interacciones con los IgE, ya que mu-
chas proteínas con estructura alfa hélice habían sido iden-
tificadas como antígenos fuertes. Por otro lado, el análisis 
de la secuencia de aas reveló que la proteína Der p 21 ex-
hibía sólo una identidad promedio de aminoácidos de 
aproximadamente el 40% con el grupo 5 de los alérgenos 
de los ácaros (tipo HDM, iniciales del inglés House Dust 
Mites) y que no poseía reactividad cruzada IgE relevante. 
Así, se concluyó que esta molécula Der p 21, representaba 
un tipo de alérgeno HDM independiente a ese grupo (We-
ghofer et al., 2018). 

Por otro lado, recientemente se ha publicado que los 
alérgenos HDM Der p 5 y Der p 21 poseen una localización 
de los epítopos IgE muy similar, a pesar de que, efectiva-
mente tienen una reactividad cruzada muy limitada (Cu-
rin et al. 2018). Los anticuerpos específicos de péptidos ge-
nerados en conejos fueron utilizados en estudios de inhi-
bición para localizar epítopos conformacionales de IgE 
que se visualizaron en las superficies de las estructuras del 
alérgeno mediante modelado molecular.  

Se conoce que los epítopos de IgE en Der p 5 y Der p 21 
son principalmente del tipo conformacional discontinuo 
que incluye porciones N y C-terminales de la proteína. Es-
tos epítopos podrían ubicarse en cada alérgeno en un área 
con localización similar. Sin embargo, a pesar de la estruc-
tura similar de los alérgenos, no se pudo detectar una 
reactividad cruzada de IgE relevante. Estos datos son im-
portantes para el desarrollo de vacunas antialérgicas mo-
dernas basadas en moléculas definidas para alérgenos es-
pecíficos. 

Según los resultados publicados en Curin et al (2018), los 
péptidos P1 y P4 son inmunorreactivos frente a las IgE hu-
manas de pacientes alérgicos a Dermatophagoides pte-
ronyssinus. Sin embargo, como ya hemos visto anterior-
mente el péptido P1 no forma parte de la proteína madura 
y, por lo tanto, no puede ser alergénico. A partir de la 
identificación estructural realizada en esta investigación, 
se proponen a los siguientes aas como epítopos probables 
frente a las IgE humanas: 

Lys 99, Met 105, Phe 106, Arg 108, Met 105, Phe 106, Arg 
108, Glu 112, Phe 113, Glu 116, Lys 123, Lys 124, Glu 127, Ala 
129 y Lys 130. 

Los pasos de clonación, inserción del ADN de Der p 21 
en el vector y expresión de la proteína con los cultivos de 
E. Coli (dhs α) se llevaron a cabo con éxito. Sin embargo, 
la purificación resultó fallida. Por ello, no fue posible lle-
var a cabo el resto de la secuencia metodológica diseñada:  
síntesis de cristales de la proteína Der p 21 y la caracteri-
zación estructural por difracción de rayos-X de dicha mo-
lécula. 

 
 

Conclusiones 

 
Desde el punto de vista molecular, se ha realizado un 

estudio minucioso del gen codificante de la proteína Der 
p 21 así como de su secuencia de aminoácidos. A partir de 
esta información y mediante el uso de la herramienta Alp-
haFold2 se ha obtenido una predicción de su estructura 
secundaria y terciaria. A partir del análisis de esta estruc-
tura, se ha estudiado la estabilidad de la proteína, así 
como los posibles puntos de unión de la proteína (epíto-
pos) con las inmunoglobulinas humanas IgE involucradas 
en los procesos alérgicos. 

Se ha llevado a cabo una comparativa de las diferentes 
predicciones de estructuras, utilizando desde modelos ab 
initio a otros mucho más complejos basados en IA (Alp-
hafold, Uniprot). Al pasar de métodos ab initio a otros más 
recientes basados en inteligencia artificial, se corrobora 
una evolución en la mejora de la fiabilidad de los progra-
mas de modelización para la determinación estructural de 
proteínas (Pereyra, 2021). 

Asimismo, se ha desarrollado la síntesis por ingeniería 
genética/recombinante de la molécula proteica del alér-
geno Der p 21. Para ello se ha realizado una amplificación 
de secuencias mediante clonación del cDNA relativo al 
mRNA codificante de Der p 21. Posteriormente se ha in-
sertado en un plásmido recombinante y se ha inducido su 
expresión en E. Coli. El péptido resultante se purificó me-
diante cromatografía de afinidad IMAC. En un futuro, se 
propone la caracterización de dicha proteína mediante di-
fracción rayos para confirmar la predicción de Alphafold. 
Sin embargo, por ahora no se han podido conseguir cris-
tales del alérgeno Der p 21.  
Podemos concluir que la mayoría de los objetivos plantea-
dos en este estudio han sido logrados. Se ha determinado 
la secuencia de aminoácidos del alérgeno Der p 21 a partir 
de la secuencia genómica que lo codifica (O11). Se ha con-
seguido predecir la estructura del alérgeno Der p 21 a par-
tir de la abundancia de cada tipo de aminoácido (O12).  
Finalmente, la determinación de la estructura terciaria del 
alérgeno Der p 21 ha podido ser determinada por técnicas 
bioinformáticas (Alphafold) con un alto grado de con-
fianza (Bertoline et al., 2023). Se ha utilizado una secuen-
cia de cDNA diseñada para tal fin que codifique el alér-
geno Der p 21 (O14). Sin embargo, no se ha podido obtener 
la proteína cristalizada del alérgeno Der p 21 (O15). Asi-
mismo, se ha logrado el objetivo O2, que consiste en ana-
lizar la estructura tridimensional del alérgeno Der p 21, 
pero no con la profundidad que se hubiera deseado. 
En cuanto a las hipótesis, podemos concluir que: 
Se ha comprobado la H1, ya que los modelos computacio-
nales, concretamente Alphafold, ha predicho la estructura 
del alérgeno Der p 21 con una gran fiabilidad. 
La hipótesis H2 ha quedado parcialmente comprobada. Si 
bien se ha hecho un esbozo de determinar los epítopos del 
alérgeno Der p 21, el grado de fiabilidad y profundización 
es bajo. 
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Anexo 1. Abundancia de aminoácidos en la proteína Der p 21 que determinan las estructuras α-hélice, β-lámina y 
giros o transiciones. 

 

 
Fuente: Elaboración propia. 

 


