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RESUMEN

Las enfermedades alérgicas afectan a cerca de mil millones de personas
alrededor del mundo. Las alergias alimentarias tienen una prevalencia entre el 2
al 8% vy se incrementa anualmente. El diagndstico de alergia alimentaria se basa
en la historia clinica sugerente y la demostracion de sensibilizacion especifica
para alergeno ya sea por métodos in vivo (pruebas cutaneas o reto alimentario)
o0 in vitro (determinacion de anticuerpos de tipo IgE especificos). Mas del 90% de
las reacciones alérgicas a alimentos son causadas por una docena de alimentos
por lo que se hace necesario conocer las propiedades fisicoquimicas e
inmunogénicas de los alergenos alimentarios que expliqguen que las reacciones
clinicas pueden ocurrir debido a la reactividad cruzada entre alergenos
estructuralmente homdélogos a los que un paciente se ha sensiblizado con
anterioridad por una fuente diferente (panalergenos). El objetivo del presente
trabajo fué realizar la purificacion y caracterizacion de la proflina del trigo y
compararla con la profilina del polen Cupressus arizonica en busca de homologia
estructural como mecanismo de reactividad cruzada entre el polen del cipres y
trigo. Se realizd una primera separacion de proteinas mediante cromatografia
por columnas, por intercambio i6nico, empleando dietilaminoetilcelulosa en la
fase inmdvil. Los productos obtenidos de las diferentes etapas de la purificacion,
asi como el contenido protéico del extracto total de trigo se anailizaron mediante
SDSPAGE, y finalmente se realizé un ensayo de dispersion de luz dinamica para
identificar la presencia de las proteinas con un peso molecular entre 12 y 19.
Resultados: Se identificd del concentrado purificado dos proteinas similares con
masa molecular de entre 35 a 40 kDa que corresponden con la masa molecular
del alergeno principal de del polen cupressus arizonica. Mediante la técnica de
dispersion de luz dinamica, la distribucion del tamafio de las particulas tuvo un
promedio de 293.22 nm para la de trigo y 276.58 nm para la de polen de extracto
alergénico de cupressus arizonica. A pesar de que podemos describir
caracteristicas comunes de los alérgenos, la biologia estructural no puede
aportar elementos de discriminacion confiables que permitan su identificacion ya
gue deberd probarse la capacidad de unién a moléculas de Inmunoglobulina E

in vivo.

(Palabras clave: homologia estructural, reactividad cruzada, alergia alimentaria)



SUMMARY

Allergic diseases affect about one billion people around the world. Food allergies
have a prevalence of 2 to 8% and increase annually. The diagnosis of food allergy
is based on the suggestive clinical history and demonstration of specific
sensitization for allergen either by in vivo methods (skin tests or food challenge)
or in vitro (determination of specific IgE type antibodies). More than 90% of
allergic reactions to food are caused by a dozen foods, making it necessary to
know the physicochemical and immunogenic properties of food allergens
explaining that clinical reactions can occur due to cross-reactivity between
structurally homologous allergens to which a patient has previously been
sensitized by a different source (panalergens). The objective of the present work
was to carry out the purification and characterization of the wheat proline and to
compare it with the prophylaxis of the Cupressus arizonica pollen in search of
structural homology as a mechanism of cross reactivity between cypress and
wheat pollen. A first separation of proteins was carried out by column
chromatography, by ion exchange, using diethylaminoethylcellulose in the
immobile phase. The products obtained from the different purification steps as
well as the protein content of the total wheat extract were analyzed by SDSPAGE
and finally a dynamic light scattering assay was performed to identify the
presence of proteins with a molecular weight between 12 and 19. Results: Two
similar proteins with a molecular mass of 35-40 kDa corresponding to the
molecular mass of the major allergen of the pollen cupressus arizonica were
identified from the purified concentrate. By means of the dynamic light scattering
technique, the patrticle size distribution averaged 293.22 nm for wheat and 276.58
nm for the allergenic extract pollen of cupressus arizonica. Although we can
describe common characteristics of the allergens, structural biology can not
provide reliable discrimination elements that allow its identification since the
ability to bind to immunoglobulin E molecules in vivo must be tested.

(Key words: structural homology, cross reactivity, food allergy)
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1. INTRODUCCION

La aparicion de las alergias alimentarias no se distribuye de manera
uniforme en todo el mundo y demuestra algunas fluctuaciones notables:

1) Aun a pesar de gque se carece de datos epidemioldgicos en varias partes del
mundo, no parece haber grandes diferencias regionales en la variabilidad del
patron de alimentos a los que los pacientes reaccionan.

2) Los bebés, los nifios mayores y los adultos reaccionan a diferentes alimentos.
3) Existe evidencia de que la prevalencia de alergia a los alimentos puede estar
aumentando, es decir, hay un cambio temporal, en paralelo con el aumento de
las alergias por inhalacién visto en muchas partes del mundo.

4) De la gran variedad de proteinas de los alimentos ingeridos solo un nimero
relativamente pequefio parece actuar como alérgenos alimentarios (Poulsen et
al. 2014).

Multiples alergias, tanto a pdlenes como alimentos de origen vegetal
parecen estar determinados por sensibilizacion a alérgenos menores que
participan en funciones vitales generales y pueden encontrarse tanto en plantas
como en seres humanos, conocidos como panalergenos. Aunque procedentes
de organismos no relacionados, tales moléculas funcionalmente relacionadas,
comparten regiones de secuencias y estructuras tridimensionales y pueden, por
tanto, cumplir con los requisitos para el reconocimiento cruzado por la IgE. Los
panalergenos de interés alergolégico conocidos en la actualidad comprenden
solo una pocas familias de proteinas: profilinas, polcalcinas, proteinas
inespecificas transportadoras de lipidos (LTP) y anélogos del alergeno principal
del polen del abedul (Bet v1) (Hauser et al. 2010).

La segunda causa de alergia en México, después de los acaros del polvo,
corresponde a los polenes de arboles, y de éstos, los polenes de fresno, roble y
ciprés son de importancia alergoldgica (Larenas-Linnemann et al. 2011; Medina-
Hernandez 2009).

En el clima semiseco de Querétaro, los alérgenos con mayor relevancia
son aquellos con mayor capacidad de resistencia a la sequia: malezas, y arboles
del tipo mezquite, alamo y ciprés. En un estudio previo, encontramos correlacion
positiva entre polen de ciprés y plantas alimenticias regionales, entre ellas, el
trigo. En México no existen estudios sobre la prevalencia de la alergia alimentaria
y, por lo tanto, de los alérgenos alimentarios mas frecuentes. Dado que el ciprés
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es un polen predominante en México, del cual existen pocos reportes, y que el
trigo es uno de los alimentos de mayor consumo en nuestro pais, es probable
que existan proteinas con reactividad cruzada, capaces de inducir una respuesta

inmunogénica.

2. OBJETIVOS
2.1 Alergia

El término de alergia fue propuesto por primera vez el 24 de julio de 1906
por Von Pirquet para referirse a la desviacion del estado original de la conducta
del sujeto normal. Hoy en dia, alergia se define como una respuesta
inmunologica de hipersensibilidad que puede dar paso a una variedad de
enfermedades via diferentes mecanismos fisiopatolégicos; de modo que la
alergia no es una enfermedad en si misma sino un mecanismo que da origen a
diferentes enfermedades. En la practica clinica, la alergia se manifiesta en forma
de entidades como la anafilaxia, urticaria, angioedema, rinoconjuntivitis alérgica,
asma alérgica, enfermedad del suero, vasculitis alérgica, neumonitis por
hipersensibilidad, dermatitis atopica, dermatitis de contacto, reacciones
granulomatosas, reacciones de hipersensibilidad inducidas por alimentos o por
medicamentos (Puc 2003; Ring et al. 2012).

Los costos directos e indirectos derivados de la atencion médica por
enfermedades alérgicas, la pérdida de la productividad y ausentismo laboral
impactan en la macroeconomia y audn existen lagunas importantes en el
conocimiento cientifico de los mecanismos fisiopatolégicos, prevencion, atencién
al paciente y los determinantes sociales que favorecen el aumento en la
prevalencia de éstas (Demoly et al. 2014), por lo tanto, conocer las
caracteristicas de las moléculas que intervienen en la reaccion alérgica se hace
imperativo, ademas en la evaluacion de la seguridad de las nuevas proteinas en
la cadena alimentaria humana, incluyendo la evaluacién de seguridad que
precede a la introduccion de alimentos geneticamente modificados. El enfoque
predominante en relacién con la alergia ha sido hasta ahora en la fase de
estimulacion de la respuesta alérgica y falta investigacion relacionada con los
mecanismos de induccion de la fase de sensibilizacion o su prediccidon (Poulsen
et al. 2014).
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2.2 Alergia Alimentaria

La alergia alimentaria es la principal patologia motivo de consulta en el

departamento de urgencias de los hospitales de Estados Unidos y Europa, tan
solo en los Estados Unidos se le ha relacionado con 30 mil reacciones
anafilicticas, 2000 hospitalizaciones y 200 muertes cada afio (Cianferoni y
Spergel, 2009).
Se estima que el 25% de la poblacidén en los Estados Unidos creen que tienen
alguna alergia alimentaria mientras que, de acuerdo con la Encuesta de Salud
Respiratoria de la Comunidad Europea, el 19% de la poblacién ha reportado
sentirse enfermo o con malestar posterior a la ingesta de un alimento en
particular. Referente a estudios latinoamericanos, Marrugo reporta una
prevalencia de 14,9% mientras que en el Hospital Universitario de Monterrey,
Nuevo Lebdn se encontrd una prevalencia de alergia alimentaria del 2,67% en
pacientes que acudieron por vez primera a consulta de alergia, es decir, alergia
alimentaria como comorbilidad de enfermedades alérgicas y no como causa de
consulta (Bartra et al. 2009; Cianferoni & Spergel 2009; Kummeling et al. 2009;
Burney et al. 2014; Ibafiez & Garde 2009; Asero et al. 2009; Marrugo et al. 2008;
Rodriguez-Ortiz et al. 2009)

Se desconocen las razones del incremento de la prevalencia de la alergia
alimentaria, sin embargo, debido al corto periodo de tiempo en el que se ha
presentado, se sugiere que los factores externos al individuo (vegetacion,
densidad poblacional, caracteristicas ecogeograficas y fisicoquimicas del
ambiente) tiene un mayor impacto que los factores genéticos (Gouitaa et al.
2005) ademas, el diagnéstico de alergia alimentaria es complejo. Muchos de los
estudios de prevalencia de alergia alimentaria, y especificamente alergia a
plantas alimenticias, se basan en autoreportes de sintomas, y pocos estudios
han utilizado retos alimentarios, determinaciéon de niveles de IgE sérica
especifica o pruebas doble ciego controladas con placebo, estandar de oro para
el diagnostico de alergia alimentaria, lo que puede dar errores en el caculo de la
prevalencia (Hoffmann-Somergruber y cols., 2008; Bartra y cols., 2009;

Kummeling y cols, 2009; Wang y Sampson, 2009).
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2.3 Mecanismos de la alergia alimentaria

Normalmente, existe un equilibrio en el sistema inmune gastrointestinal
que distingue entre microorganismos potencialmente patdgenos, flora comensal
y alérgenos alimentarios menores que no activan al sistema inmune, lo que se
conoce como tolerancia inmunoldgica (Wang, 2009).

La tolerancia oral depende de una barrera gastrointestinal intacta e
inmunologicamente activa. Esta barrera esta formada por células epiteliales y
sus uniones firmes, la barrera mucosa, las enzimas presentes en el borde
luminal, sales biliares y el pH, todo lo cual contribuye para disminuir la
inmunogenicidad de los antigenos, ademas de la vigilancia por los mecanismos
de defensa innatos (Cianferoni y Spergel, 2009). La pérdida de la tolerancia
puede ocurrir cuando el antigeno tiene una ruta alterna de ingreso: cutdnea o
respiratoria debido que el alimento induce sintomas en pacientes sensibilizados
a alérgenos homologos presentes en aeroalergenos (Bartra et al. 2009) también
puede ocurrir como un defecto de las células T reguladoras, o debido a la edad
de exposicion a los alérgenos alimentarios. La ablactacién temprana parece que
tiene un papel importante, tal vez porque la madurez intestinal es un factor
protector para el desarrollo de alergia (Cianferoni y Spergel, 2009).

El proceso de sensibilizacion a un alérgeno alimentario representa una
interaccién entre el sistema immune del huésped, la comida, y las circunstancias
en que la exposicion tiene lugar. Se puede suponer que los bebés desarrollan
alergia a la proteina de la leche de vaca después de ingerir grandes cantidades
de leche y que la ruta de la sensibilizacion se da a través del tracto digestivo. Por
otra parte, estd bien documentado que una gran proporcion de las alergias
alimentarias que ocurre en adultos y adolescentes se deriva de la reactividad
cruzada entre las proteinas de los alimentos y alérgenos derivados de polen
donde se cree que la ruta de la sensibilizacién sea a través de la inhalacion. Para
los alimentos como los cacahuates y otras legumbres, pescados y mariscos, la
ruta de la sensibilizacion es menos clara y se han sugerido mecanismos
transdérmicos y por inhalacion, ademas de la sensibilizacion por via oral
(Poulsen et al. 2014).

Las reacciones inmunoldgicas a los alimentos o alergias alimentarias

pueden ser mediadas por IgE, (hipersensibilidad tipo 1), mediadas por

13



mecanismos celulares (hipersensibilidad tipo 1V) o por una combinacion de
ambas (Cianferoni & Spergel 2009; Wang & Sampson 2009).

Las reacciones medidas por IgE ocurren en las primeras dos horas
posteriores a la exposicion. La unién del alérgeno alimentario a moléculas de IgE
especifica sobre células efectoras como basdfilos y células cebadas lleva a la
liberacion de mediadores (histamina, triptasa, cisteinil-leucotrienos,
prostaglandinas D2) lo que lleva a una gran variedad de sintomas que afectan a
los sistemas cutaneo, respiratorio, gastrointestinal y cardiovascular (Wang,
2009). En relacion con la presentacion clinica, son bien reconocidas las formas
de anafilaxia y urticaria (Cianferoni & Spergel 2009)

Los problemas mediados por mecanismos no dependientes de IgE son
celulares, ademas de involucrar la formacion de complejos inmunes y el depésito
de complemento, involucra proteinas desnaturalizadas (Bonds, Midoro-Horiuti y
cols, 2008). En este grupo de patologias, que involucra la esofagitis eosinofilica,
la gastroenteritis eosinofilica y la enterocolitis inducida por proteinas, no se
puede demostrar la presencia de anticuerpos IgE por los métodos tradicionales.
El inicio de sintomas es mas lento que en las reacciones de hipersensibilidad de
tipo I, pasando desde varias horas hasta una semana después de haber ingerido
el alimento, siendo necesario, en ocasiones, la exposicion repetida al alérgeno
para desencadenar sintomas que demuestren la relacion causal (Jesenak et al.
2008; Cianferoni & Spergel 2009).

El desarrollo de una respuesta inmune mediada por IgE ante un alimento
requiere una serie de interacciones moleculares y celulares, las cuales
involucran células presentadoras de antigenos, linfocitos T y linfocitos B
(Steckelbroeck, Ballmer-Weber y cols, 2008).

Existen factores que favorecen la ruptura de la barrera inmune gastrica
tales como cambios en pH (como el uso de antiacidos, las enzimas gastricas que
afectan la alergenicidad de las proteinas), el tipo de bacterias comensales que
se unen a receptor de linfocitos T semejante a receptores tipo Toll 4(TLR4 y 9),
ademas son factores de mal prondstico: la presencia de asma, alcohol, aspirina,
beta blogueadores, inhibidores de enzima convertidora de angiotensina,
inhibidores de monoaminooxidasa, antidepresivos triciclicos e infecciones

concurrentes (Wang, 2009), sin embargo, a pesar de los acidos gastricos, el 2%
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de los alimentos se absorbe en el intestino de un modo inmunolégicamente
intacto que puede causar alergia (Kurowski, 2008).

Se han reportado pacientes con sindrome de intestino irritable que
comenzaron con sintomas de alergia alimentaria después de una infeccién
intestinal aguda, tal vez por la participacion de sensibilizacion periférica o
hipermotilidad activada por la induccion de citocinas pro inflamatorias de la
mucosa intestinal o por participacion del plexo nervioso intestinal (Drossman &
Dumitrascu 2006).

La posibilidad de que proteinas de nuevos alimentos, medicamentos u
organismos genéticamente modificados pudieran tener reactividad cruzada con
alergenos conocidos, debiera ser motivo de preocupacién tanto para la agencias
reguladoras como de los cientificos y los médicos (Ivanciuc, Scheiny cols, 2009).

2.4 Alérgenos alimentarios mas comunes

Los factores ambientales a los que se expone una poblacion especifica son
determinantes para el tipo de alimento involucrado en producir alergia
alimentaria. Los hébitos dietéticos, y pdlenes de cada area geogréfica influyen
en ciertos patrones alérgicos a pélenes y plantas alimenticias. En Europa del
norte y central, las reacciones alérgicas a plantas alimenticias se asocian a
alérgenos del polen del abedul; en Europa del sur (Espafia e Italia), los pélenes
con mas altas concentraciones son el olivo, el chenopodium, y parietaria y los
alimentos mas frecuentemente implicados son frutas, nueces, mariscos, leche y
huevo; en los Estados Unidos, donde el polen mas frecuente es la artemisia, se
ha reportado asociacién con platano y meldn; en Japén, la polinosis mas
frecuente se debe al cedro japonés y presenta reactividad cruzada con el
jitomate. Dentro de las frutas, las que con mayor frecuencia producen reacciones
alérgicas son las rosaceas, que incluyen frutas de amplio consumo como
durazno, manzana, pera, durazno, cereza, ciruela y fresa, entre otras. En el
estudio italiano, epidemAAITO, mas de la mitad de los casos de alergia
alimentaria se debieron a reactividad cruzada entre polen-alimento mientras que
en Colombia, Marrugo encontré que las frutas/vegetales, mariscos y carnes
fueron los alérgenos identificados con mayor frecuencia sin embargo, no todos
los pacientes reconocen a los mismos alérgenos ni con la misma intensidad.
(Fernandez-Rivas 2009; Flores et al. 2012; Asero et al. 2009; Marrugo et al.
2008)
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Dada la gran cantidad de frutas y vegetales que pueden involucrarse en
reacciones alérgicas, un estudio multicéntrico realizado en lItalia propuso la
siguiente clasificacion (Asero et al. 2009):

1. Alergia alimentaria tipo 1 (primaria). Esta categoria incluye los siguientes
subgrupos de pacientes con sensibilizacion primaria a alimentos de origen
vegetal

a) Proteinas transportadoras de lipidos (LTP). Pacientes con reacciones
alérgicas a LTP sin importar la(s) fuente(s).

b) Frutos secos. Este grupo incluye a todos los pacientes alérgicos a nueces
(avellanas, nuez, nuez de Brasil, pifia de pino, almendras, pistaches, anacardos,
castafias, cacahuate) pero no a LTP.

c) Semillas. Pacientes alérgicos a una o mas semillas (ajonjoli, girasol,
adormidera u otras) pero que no estaban sensibilizados a frutos secos.

d) Leguminosas. Este grupo incluye pacientes alérgicos a una 0 mas
leguminosas incluyendo cacahuate, frijol, judia verde, chicharo, garbanzo,
altramuz y lentejas.

e) Kiwi. Esta categoria incluye pacientes alérgicos solo al kiwi.

f) Individuos con alergia a una planta alimenticia. Esta categoria incluye todos
los otros alimentos que causaban alergia en individuos.

2. Alergia alimentaria tipo 2 (secundaria). Esta categoria incluye pacientes con
alergia a plantas alimentarias causadas por reactividad cruzada a un
aeroalergeno primario e incluye los siguientes grupos:

a) Sindrome de alergia polen-alimento. Este subgrupo incluyé pacientes
monosensibilizados al polen de abedul (Bet v 1) o que mostraron sensibilizacion
a aeroalergenos estacionales (y, por lo tanto, posiblemente sensibilizado a
profilinas). Porqgue ambos, las proteinas homologas de Bet v-1 y profilinas son
alérgenos sensibles al calor y digestion por pepsina.

b) Sindrome de alergia latex-fruta. Pacientes sensibilizados inicialmente al latex
con historia de alergia a alimentos con reactividad cruzada como castafo,
aguacate, kiwi, papaya y platano.

c) Sindrome de Artemisia-apio-especias. Pacientes sensibilizados inicialmente a
artemisia con historia de alergia a vegetales con reactividad cruzada potencial

como apio, hinojo, anis, pimiento y otras especias.
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Los pacientes con alergia clinica a cereales (trigo, cebada, maiz, arroz, centeno)
no sensibilizados a LTP, fueron clasificados como un grupo aparte de alergia
alimentaria tipo 1 (grupo: cereales).

En un meta-analisis realizado por el grupo EuroPrevall, proyecto fundado
en junio de 2005 por la Comision Europea para evaluar la prevalencia, base y
costos de la alergia alimentaria, se agruparon las plantas alimenticias en frutas,
verduras, legumbres, frutos secos, trigo, soya y otros vegetales comestibles con
el objeto de simplificar su estudio (Zuidmeer et al. 2008; Burney et al. 2014).

2.5 Polinosis

Se define polinosis a la aparicibn de sintomas respiratorios
(rinoconjuntivitis 0 asma) como resultado de la inhalacion de polen, al cual el
individuo ha sido sensibilizado (Bartra et al. 2009). La polinosis es la causa mas
frecuente de alergia respiratoria; se sabe que la rinitis alérgica y el asma son muy
comunes en la poblacién general, su prevalencia se calcula en 15 a 25%, y tiene
variaciones geograficas. Sin embargo, la alergia al polen adquiere relevancia ya
que puede ser responsable del desarrollo de alergia alimentaria a plantas, o
puede ser causa directa de inflamacién esofégica, gastrica o intestinal en el
contexto conocido como alergia digestiva.(Bartra et al. 2009; Luque Pifiana
2011).

El polen alergénico es una mezcla de moléculas que incluye alérgenos
mayores y menores. Los alérgenos mayores representan los componentes a los
cuales; por definicion, mas del 50% de los pacientes reacciona, mientras que los
alérgenos menores son reconocidos por una menor cantidad de pacientes. En
muchos casos, los alérgenos mayores sirven como marcadores de
sensibilizacion a ciertas clases de plantas, por ejemplo: Bet v1 para abedul, Cry
j1y Cry j2 para coniferales, Ole el para oleaceas, etc. (Alarcon, Avila, Castells y
cols, 2008; Hauser y cols, 2010).

El grano de polen es el vehiculo de aeroalergenos de exterior mas
importante, y debe reunir una serie de requisitos para llevar a cabo un transporte
eficaz: a) tener un diametro entre 15 y 60 micras, b) proceder de plantas
anemdfilas que incluyen arboles, malezas y gramineas y pueden agruparse en:
a) arboles (Fagales, pinales, rosales, arecales, escrofuriales, junglandales,
salicales y mirtales) b) pastos (Bambusioideae, Arundinoideae, Chloridoideae,
Panicoideae, y Poideae), y c) malezas (Asteraceae, Chenopodiaceae, y
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Urticaceae) y c) liberar facilmente los alérgenos al llegar a la mucosa del
individuo alérgico. La estacion de polinizacion de las plantas alergénicas se
extiende a lo largo del afio, comienza con la primavera (arboles), pasa por el
verano (pastos) hasta el otofio tardio (malezas) (Alarcén, Avila, Castells y cols,
2008; Hauser y cols, 2010). (Hauser et al. 2010; Luque Pifiana 2011)

La relacion existente entre las concentraciones de polen y la presencia de
sintomas de asma es mas que evidente. Los alergenos inductores de alergia
estacional, no so6lo se encuentran en el interior del grano de pdlen, sino también
fuera de los mismos, en particulas inferiores a 10 micras que se encuentran libres
en la atmosfera. Estas particulas proceden de restos de las plantas (anteras) o
del interior de los granos de polen, cuando éstos se rompen por accion de la
lluvia o bien porque sus antigenos son liberados a través de los poros y
microporos de su cubierta externa (exina), se transportan en el aire absorbidos
en microparticulas como las procedentes de la combustién de los motores diesel.
Incluso fuera del periodo de polinizacion, pueden encontrarse en el ambiente
alérgenos de un polen especifico, que pueden ser cuantificados (concentracion
de alérgeno en aire ambiente por metro cubico). Esto se ha comprobado en un
trabajo realizado en Ciudad Real, Espafia, donde se midi6 los pacientes. Los
pélenes de gramineas se detectaron exclusivamente entre el 28 de abril y 18 de
Julio, encontrando una correlacion positiva entre granos de polen y sintomas
(r=0.62, P<0.001). Los alergenos de gramineas se detectaron no sélo en
primavera sino también después de la estacion polinica. La correlacién entre
aeroalergenos y sintomas resultdé muy significativa (r=0,76, P<0.0001). De esto
concluyen que la actividad alergénica de las gramineas se expresa durante todo
el afio, demonstrandose la presencia de sus alérgenos fura de la estacién
polinica (Luque Pifiana 2011).

2.6 Comorbilidades de la Polinosis. Sindrome polen-alimento

A pesar de que la inflamacion del tracto digestivo puede ser resultado de
la alergia a un alimento dado, la polinosis juega un papel importante en la
generacion de respuestas Th2 clinicamente relevantes o no, como parte de una
respuesta sistémica (Bartra et al. 2009).

Se estima que del 30 al 60% de los pacientes alérgicos a pdlenes en
Europa tienen alguna forma de alergia digestiva asociada (Bartra et al. 2009), ya

en 1987 Amlot y cols, describieron un cuadro clinico de alergia alimentaria
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conocido como sindrome de alergia oral (SAO), producido por la ingesta de
alimentos vegetales, fundamentalmente frutas y frutos secos que se presentaba
en pacientes alérgicos a pdélenes. Los pacientes refieren de forma inmediata con
la ingesta de estos alimentos prurito oral y farigeo y en ocasiones edema en
mucosa oral, faringea y labial. Actualmente, su prevalencia se calcula en 8% en
adultos y 5% en nifios (Maeda et al. 2010; Luque Pifiana 2011).

De forma global, el término sindrome polen-alimento define una serie de
sintomas clinicos que aparecen después de la ingesta de alimentos de origen
vegetal en sujetos alérgicos a polenes. Después de la ingesta de éstos, los
pacientes experimentan reacciones adversas del tipo urticaria, angioedema,
rinocojuntivitis, asma, anafilaxia, sindrome de alergia oral con mas frecuencia
gue la poblacién general (Riccardo Asero 2011a; Flores et al. 2012).

En Europa Central y del Norte, se han reportado asociaciones entre los
pacientes alérgicos al polen del abedul, gramineas, ambrosia y/o artemisia que
presentan sintomatologia tras la ingesta de frutas de la familia de las rosaceas
como cereza, durazno, chabacano, pera y manzana, mientras que en los
Estados Unidos, donde el polen més frecuente es la artemisia, se ha reportado
asociacion con el platano y melén; y en Japon, la polinosis mas frecuente es por
polen de cedro japonés y presenta reactividad cruzada con jitomate (Maeda et
al. 2010; Hauser et al. 2010).

Este cuadro clinico se debe a la reactividad cruzada entre alimentos y
pélenes, debido a la homologia de algunas proteinas presentes en ambos. La
sensibilizaciéon primaria ocurriria por inhalacion de un alergeno, que provoca
posteriormente los sintomas al contacto con el alergeno (panalergeno) con
reactividad cruzada y entrada por via digestiva; asi, al contacto con la mucosa
oral provocaria prurito en caso de cuadros localizados de alergia oral (SAO), y
en caso de otros alérgenos resistentes a la accion enzimatica digestiva, podrian
provocar sintomas sistémico (Riccardo Asero 2011b; Luque Pifiana 2011; Flores
et al. 2012).

Los pdlenes y alimentos involucrados en alergia alimentaria no tienen
relacion botanica pero los alérgenos con potencial reactividad cruzada tienen
secuencias protéicas homologas conservadas a las que se conoce como “pan-
alergenos” por su amplia distribucidén en el reino vegetal y estan extensamente

involucrados en la reactividad cruzada mediada por IgE entre antigenos de
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especies vegetales no relacionados, por lo tanto, una de las primeras preguntas
a responder al determinar el potencial de reactividad cruzada es el grado de
similitud entre alérgenos (Hoffmann-Sommergruber et al. 2008; Ivanciuc, Garcia,
et al. 2009).

La segunda causa de alergia en México, después de los acaros del polvo,
corresponde a los polenes de arboles, y de éstos, los pdlenes de fresno, roble y
ciprés son de importancia alergologica (Larenas-Linnemann et al. 2011; Medina-
Hernandez 2009).

En el clima semiseco de Querétaro, los alérgenos con mayor relevancia
son aquellos con mayor capacidad de resistencia a la sequia: malezas, y arboles
del tipo mezquite, alamo y ciprés. En un estudio previo, encontramos correlacién
positiva entre polen de ciprés y plantas alimenticias regionales, entre ellas, el
trigo. En México no existen estudios sobre la prevalencia de la alergia alimentaria
y por lo tanto, de los alérgenos alimentarios mas frecuentes. Dado que el ciprés
es un polen predominante en México, y que el trigo es uno de los alimentos de
mayor consumo en nuestro pais, es probable que existan proteinas con
reactividad cruzada, capaces de inducir una respuesta inmunogénica.

2.7 Polen del ciprés y alergia al polen del ciprés

Las coniferas conforman uno de los cuatro grandes grupos (divisiones)
clasificadas como gimnospermas: Coniferophyta, Cycadophyta, Gingophyta y
Gnetophyta. Todos estos grupos corresponden a plantas vasculares, dentro de
las cuales, las coniferas constituyen el grupo mas importante para el hombre
desde el punto de vista econdmico. De ellos se obtiene madera, papel y una gran
variedad de resinas utilizadas en la industria quimica y farmacéutica. Se conocen
alrededor de 50 géneros (500 especies) que se agrupan en siete familias
principales: Picea (abetos, pinos, oyameles, cedros, abetos canadienses),
Cupressaceae (juniperos y cipreses), Taxodiaceae (secuoias y ahuehuetes),
Popocarpaceae (pinos antarticos) y Araucariaceae (Araucaria). Casi todas las
coniferas presentan un tronco principal en torno al cual se desarrolla un
importante crecimiento secundario, presentan hojas simples aciculares o en
forma de escamas, de textura aspera. La estructura reproductiva mas comun es

el cono y se polinizan mediante el viento (INE 2002).
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Los arboles de los érdenes Fagales, Oleaceae y Cupressaceae contienen
las fuentes de polenes alergénicos clinicamente mas relevantes a nivel mundial
(Ferreira y cols., 20014). El género cupressus esta formado por 30 especies, es
originario de las regiones templadas y subtropicales del Hemisferio Norte, de las
montafias del sur y este de la region mediterranea. Se extiende en Asia Central,
China y Norteamérica, poliniza preferentemente en invierno, aunque tiene
variaciones. Cupressus arizonica es originaria del sur de Estados Unidos y el
norte de México, y ha sido exportado ampliamente. Tiene forma de torre, es una
conifera siempre verde que puede crecer hasta 25 metros de altura. Sus hojas
van de un verde palido a un azul-gris. Sus flores son amarillas, onconspicuas,
monecius (flores individuales, que pueden ser femeninas o masculinas, pero
ambos sexos pueden encontrarse en la misma planta), poliniza preferentemente
de octubre a febrero, sin embargo, en algunas areas este polen puede estar
presente la mayor parte del afio. Otras especies, como Cupressus sempervirens
poliniza preferentemente de enero a abril. Afio con afo, las variaciones en los
picos maximos de polinizacion entre especies pueden variar aproximadamente
29 dias y la precocidad de polinizaciéon esta en relacién con el calentamiento
global. El polen del ciprés tiene dos importantes caracteristicas: una baja
concentracion de proteinas y un alto contenido de carbohidratos. (Charpin et al.
2005; Gouitaa et al. 2005; Cianferoni & Spergel 2009; Shahali et al. 2007; Shahali
et al. 2010).

En la region del Mediterrdneo, representa del 20 al 40% de la lluvia total
de pdlenes. Este incremento progresivo en las concentraciones anuales totales
se debe al cultivo con fines ornamentales en jardines, parques publicos, aceras,
jardines privados (Charpin, 2005; Rocha-Estrada y Rahim Foroughbakhch-
Pournavab, 2008). Sus granos de polen miden entre 20 y 30 mcg, generalmente
son inaperturados (aunque pueden presentar un poro), esféricos y tienen una
exina delgada con granulos redondeados o yemas de varias formas y tamafios
(Charpin, 2005).

Con respecto a sus propiedades alergénicas, la especie mejor estudiada
es Cupressus arizonica. La familia de Cupressaceas contiene 3 proteinas de
relevancia alergoldgica descritas:

. Cup al, de 43 kD, descrito por Togawa y cols., 2003 como alérgeno mayor, con
actividad de liasa de pectina y reactividad cruzada entre arboles de la misma
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especie, 19 de 33 sueros (57%) de los pacientes alérgicos al cipres han mostrado
reactividad significativa a Cup al purificado. sin embargo, no se ha descrito
reactividad cruzada con alimentos (Shahali et al. 2007; Shahali et al. 2010;

Gunawan et al. 2008; Togawa et al. 2008).

2. Cup a2, poligalacturonidasa

Cupressus sempervivens contiene una proteina asociada con la patogénesis
(PR-5), cup a3, proteina inespecifica transportadora de lipidos (nsLTPs) de 21
kD con reactividad cruzada entre ciprés y cedro de la montafia (Togawa, 2003)
con actividad semejante a la taumantina, actividad de proteasas de serina v,
actividad enzimatica de cisteina que podria contribuir a modificar el
microambiente, causando malfuncionamiento de las barreras y de la inflamacion
favoreciendo la sensibilizacion o exacerbacion tanto de lipidos derivados de
polenes y oxidasas. Se considera alergeno mayor, ya que 63%de 104 pacientes
alérgicos al ciprés ha demostrado tener ac IgE especificos contra Cup a3.
Presente de forma més constante en diferentes especies de ciprés, se presenta
dos semanas después de la polinizacién y que se expresa principalmente en
ambientes contaminados pero se desconocen sus propiedades y reactividad
cruzada (Shahali et al. 2007; Shahali et al. 2010; Gunawan et al. 2008)

4. Cup a4 (Cup s8), de 18 kD, con actividad de proteina de unibn a  canales
de calcio (Okamoto et al. 2009).

Estas proteinas se expresan de forma diferente dependiendo de
condiciones climéticas y contaminacion atmosférica de modo que la potencia
alergénica de los extractos de ciprés depende de donde y cuando fueron
colectados. Los alérgenos purificados del ciprés muestran reactividad cruzada
mediada por IgE muy importante, debida en parte al contenido de determinantes
de carbohidratos. (Charpin y cols., 2005; Cianferoni y Spergel, 2010; Shahali y
cols, 2010; Ferreira y cols., 2014).

En un estudio comparativo entre ciprés mediterraneo (C. Sempervives) vs
el ciprés de Arizona (C. Arizonica), el primero mostré una variedad mas amplia
de alergenos mientras que el Gltimo tenia una mayor cantidad del alergeno mayor
de 43 kDa.

Una proteina de 14 kDa fue identificada recientemente en C. sempervives

ha demostrado tener epitopos conformacionales estables al calor, y se expresa
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en niveles mas altos en C. sempervirens que en C. arizonica y Cryptomeria
japonica. Esta es, probablemente, una proteina de transferencia de lipidos.

La alergia al polen del ciprés se menciona por vez primera en 1929 por
Black, quien menciona el papel del Juniperus sabinoides en la induccién de la
fiebre del heno en Texas y los estados del sur de los Estados Unidos (Shahali et
al. 2010)

Los pollenes de los arboles de la familia de las Cupresaceas se
consideran alérgenos importantes en el area mediterranea. En grupos
seleccionados de pacientes expuestos a estos alérgenos, los reportes de
prevalencia se incrementan rapidamente, oscilando del 1,04% a 62,9 %
dependiendo de la localizacion geogréfica ocupando el primer lugar en polinosis
en la zona (Gouitaa et al. 2005; Charpin et al. 2005; Sin et al. 2008; Sposato et
al. 2014)

Aun cuando se han reportado alergia al ciprés en numerosos paises como
Sudafrica, Francia, Australia, Italia, Espafia, Marruecos, Israel, Albania, Grecia,
Turquia, Iran y Japon, y se reconoce que la alergia debida a polinosis va en
aumento, en el caso del ciprés, se ha subestimado la misma. La alergia al polen
del ciprés es la principal causa de los sintomas de alergia respiratoria invernales,
comunmente se asocia con sintomas de rinoconjuntivitis, fiebre del heno, tos
secay asma.(Charpin et al. 2005; Cianferoni & Spergel 2009; Shahali et al. 2010)

Debido a su tamafio, menor de 5 micras, los mecanismos protectores,
generalmente pueden removerlo con facilidad, y cuando llega a ser causa de
alergia se asocia preferentemente con enfermedades alérgicas en conjuntivas y
tracto respiratorio superior (Boutin y cols., 2005; Charpin, 2005; Cianferoni y
Spergel, 2009). Boutin y cols (2005) evaluaron los factores epidemioldgicos
personales que influyen en el desarrollo de la alergia al ciprés, y encontraron
diferencias significativas en el caso de monosensibilizacion o polisensibilizacion.
En el primer caso (monosensiblizacién), el sexo femenino, la edad tardia de inicio
de sintomas, historia familiar de atopia negativa y niveles bajos de IgE sérica
total comparado con respecto a alergia a polen de ambrosia. Este patron es
comparable al descrito en alergia ocupacional con respecto a los agentes de bajo
peso molecular. Esta peculiaridad podria estar determinada por la naturaleza de
los alérgenos del ciprés: carbohidratos de bajo peso molecular; mientras que en

la polisensibilizacion la exposicién temprana en la vida es determinante para la
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sensibilizacion, especialmente en los casos de alergia severa (Charpin, 2005;
(Gouitaa et al. 2005).

2.8 Cereales y alergia al trigo

Las gramineas son plantas de crecimiento global. La familia Poaceae
incluye més de 600 géneros y mas de 11 mil especies reconocidas. Mas del 95%
de las gramineas de importancia en alergia pertenecen a alguna de las
subfamilias: Pooideae, Chloridoieae y Panicoideae. Podemos dividirlas en
gramineas espontaneas, que son las que crecen en las orillas de los caminos y
las gramineas cultivadas o cereales, como el trigo, cebada y centeno (Tatham &
Shewry 2008; Gadermaier et al. 2013).

Los alérgenos de los pélenes de gramineas se agrupan de acuerdo con
su estructura proteica y funcion. Se han descrito 10 grupos de alérgenos
mayores y menores (tabla 1). Debido a su abundancia y potencia, los alérgenos
de gramineas de los grupos uno y 5 de los alérgenos de la familia Pooideae se
consideran inmunodominantes mientras que los alérgenos del grupo 5 son
exclusivos de la familia Pooideae. Los alérgenos del grupo 1 estan presentes en
otras familias de gramineas. En contraste, las profilinas (grupo 12) y polcalcina
(grupo 7) contribuyen a la reactividad cruzada entre gramineas, arboles y polen
de malezas presentes en el 10 a 15% de los pacientes sensibilizados a

gramineas (Ferreira y cols., 2014).

Tabla 1. Alergenos del grupo de polenes de gramineas

Grupo  Funcién Peso Miembro Caracteristicas Reactividad con
alergen bioquimica Molecu en Phelum IgE
o] -lar pratense
(kDa)
1 B- expansina 27-35 Phl p1 Glicoproteina, alergeno >90% 85 a 99%

principal. Producido por
todas las especies de

gramineas
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Desconocida

Desconocida

Oxidoreducta

Sa

Desconocida

Desconocida

Polcalcina,

proteina

11

11-14

50-60

27-35

12-13

8-12

Phl p2

Phl p3

Phl p4

Phl p5

Phl p6

Phl p7

25

Altamente homologo al
grupo 3y ala procién C-

terminal del grupo 1

Altamente homologo al
grupo 2y a la porcion c-

terminal del grupo 1

Glicoproteina, miembro
de la familia de enzimas

puente berberina

Se encuentra en las
especies Pooideae
asociado con particulas

submicromicas

citoplasmicas de
almidén
Homologo de

secuencias internas del
grupo 5 s6lo  en
Anthoxantum odoratum,
Phleum pratense y Poa

pratensis

Panalergeno, montaje
de dimeros en polen de

gramineas

35 a 50% 40 a

60%

35 a 70% 57 a

67%

50 a 75% 45 a

88%

65 a 85% 50 a

88%

60 a 70% 45 a

70%

5a35%2a12%



fijadora  de

calcio

11 Proteina 16-20 Phl p11
relacionada

con Ole e-1

12 Profilina 13-14 Phl p12

13 Poligalacturo  45-60 Phl p13

-nasa

La introduccibn de cereales en

Glicoproteina,

estructura similar a la de
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la alimentaciébn ocurri6 hace

aproximadamente 10000 afos, con el advenimiento de la agricultura. El trigo,

arroz y maiz son los cereales de mas alto consumo alrededor del mundo. El trigo,

el cultivo que mas se cosecha. En los paises occidentales, es un alimento basico

en la dieta de todos los dias. Es inmensamente diverso, con mas de 25 mil

variedades modificadas aunque las especies mas utilizadas para el consumo son

el trigo blando (Triticum aestevium), que se utiliza para productos de panaderia,

y el trigo duro (T. durum), que se utiliza para la pasta, cuscus y algunos tipos de

pan (Pastorello et al. 2007; Sapone et al. 2012). Esto representé un cambio

evolutivo que creo las condiciones para la aparicion de enfermedades en los

humanos debidas a la exposicion al gluten, las mas conocidas de las cuales

estan mediadas por el sistema inmune adaptativo: la alergia alimentaria y la
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enfermedad celiaca. En ambas enfermedades, la reaccién al gluten esta
mediada por la activacion de células T en la mucosa del tracto digestivo. Sin
embargo, en la alergia al trigo, el desencadenante es la union entrecruzada entre
IgE y secuencias repetidas en péptidos del gluten (por ejemplo: serina-
glutamina-glutamina-glutamina-(glutamina)prolina-prolina-feninalanina) la que
dispara la liberacion de mediadores quimicos como la histamina de los baséfilos
y células cebadas. En contraste, la enfermedad celiaca es una enfermedad
autoinmune en la que se ha demostrado autoanticuerpos séricos especificos,
principalmente antitransglutaminasa tisular y anticuerpos antiendomisio. Entre la
enfermedad celiaca y la alergia al gluten existen casos de reacciones al gluten
en las que no se han podido demostrar mecanismos alérgicos o autoinmunes,
los que se definen como sensibilidad al gluten. La prevalencia de la alergia
alimentaria debida al trigo tiene una distribucién mundial. Su prevalencia se ha
reportado, en Europa y Estados Unidos, entre 0.2-0.9% (Sapone et al. 2012;
Tatham & Shewry 2008).

Basados en su solubilidad, las proteinas del trigo se clasifican como
albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones soluciones
salinas), gliadinas (solubles en 70-90% de etanol, lo que comprende el 34% del
total de proteinas del trigo), y gluteninas (insolubles bajo todas las condiciones
previamente mencionadas y corresponden al 47% del total de proteinas de trigo).
La gliadina (40kDa) esta formada por una cadena de péptidos de cuatro
diferentes fracciones que contienen uniones disulfuro. Estas juegan un papel en
la formacion de pelicula, resistencia y elasticidad. La glutenina, una mezcla de
proteinas, tiene un peso molecular entre 100 y 1000 kDa. Los puentes disulfuro
presentes en la glutenina y en la gliadina ayudan en la determinacién de la
resistencia de la matriz de proteinas (Sapone et al. 2012; Salcedo & Quirce
2011).

Los cereales contienen numerosas proteinas con poder alergénico. El
trigo contiene varias proteinas de union a IgE, que estan representadas en las
tres fracciones proteicas de Osborne (albumina / globulinas, gliadinas y
gluteninas), que mantienen su alergenicidad después de la coccion, es decir, en
la forma en la que trigo se consume (figura 1) (Pastorello et al. 2007).

En la actualidad, se conocen dos grupos principales de alergenos en el
trigo: el primer grupo esta representado por la fraccién de albumina / globulina,
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en el que los alérgenos mas importantes son el inhibidor de las subunidades de
o- amilasal tripsina, responsables de asma del panadero y también de la alergia
a los alimentos de trigo, como se ha demostrado por James et al. en nifios con
dermatitis atopica, y por Simonato et al. y Armentia et al. en los adultos.
(Pastorello et al. 2007; Sapone et al. 2012). El segundo grupo de alérgenos de
trigo esta representado por la fraccion de gluten, principal complejo protéico de
los cereales. Esta consituido por dos fracciones, las gliadinas y las gluteninas.
La fraccion gliadina esta constituida por proteinas monomeéricas clasificadas en
o,B,y, ®— gliadinas, generalmente conocidas como responsables de la
enfermedad celiaca. Varios estudios han demostrado que este grupo de
proteinas también esta involucrado en las reacciones mediadas por IgE a la
ingesta de trigo, especialmente en nifios con dermatitis atopica y en anafilaxia
inducida por el ejercicio de dependiente de trigo (AIEDT) a través de epitopes
diferentes a los implicados en la enfermedad celiaca capaces de reaccionar con
células B. (Pastorello et al. n.d.; Salcedo & Quirce 2011; Sapone et al. 2012)

Figura 1. Clasificacion de las proteinas del gluten de trigo. Adaptado de Tatham
AS, Shewry PR. Allergens to wheat and related cereals. Clin Exp Allergy 2008;

38(11): 1712-26.

Gliadinas Gluteninas
(monoméricas) (poliméricas)

Alto peso Bajo peso

Jtlpo o/ ’ J tlpo v ’ J tipo » ’ J moleuclar ’ J molecular
los grupos de glladlnas se basan los grupos de subunidades de
en la movilidad electroforética de gluteninas separados por SDS-

las proteinas naturales a un pH PAGE después de la reduccion de
bajo puentes disulfuro

Hasta ahora, poco se sabe sobre el potencial alergénico de gluteninas,
gue son proteinas poliméricas compuestas de subunidades de alto y bajo peso
molecular unidas por puentes disulfuro. Una subunidad de glutenina de 42 kDa

de peso molecular ha sido descrita como un alergeno importante en pacientes
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con sintomas gastrointestinales después de la ingestion de trigo; y en AIED. El
papel de otros alérgenos de cereales tales como las proteinas de transferencia
de lipidos (LTP) recientemente identificados como alérgenos resistentes al calor
pertinentes en el maiz y la cebada, aun se desconoce en el trigo (Pastorello et
al. 2007).

2.9 Sensibilizacién y Respuesta alérgica

Se considera un pre-requisito para el desarrollo de respuestas de
hipersensibilidad tipo I, a la formacion de respuestas Th2, las cuales llevan a la
produccion de IgE y al acoplamiento de IgE especifica sobre células cebadas y
basdfilos. En una primera exposicion, los linfocitos con fenotipo Th2 (linfocitos T
cooperadores capaces de producir I1L4, IL5, IL10 e IL13) cambian la produccién
de IgM a IgE en individuos con predisposicion genética. Esta IgE producida como
respuesta a un antigeno especifico se fija a su receptor de alta afinidad en la
superficie de las células cebadas. A esta primer respuesta inmunolégica se le
conoce como sensibilizacion alérgica (Kay, 1999), (Jenkins et al. 2005).

En la respuesta alérgica, los ligandos lipidicos y conjugados glicanos de
las proteinas interactian con los receptores tipo Toll, receptores de lectina tipo
C vy receptores tipo NOD, asi como receptores activados por proteasas
(presentes en las células epiteliales y dendriticas) o con proteinas surfactantes
(presentes en forma soluble) para manifestar su alergenicidad, desviando la
respuesta inmune hacia una respuesta de linfocitos con fenotipo Th2; pero en
otros casos, es la actividad enzimética, especificamente como proteasas, las que
pueden iniciar respuesta inflamatoria via activacion Th2. (Radauer et al. 2014;
Chapman et al. 2007; Radauer & Breiteneder 2007; Sanchez-Zauco et al. 2010)

Contactos posteriores con el alergeno, llevan a la degranulacion de
células cebadas y libracibn de mediadores proinflamatorios, citocinas y
guimiocinas en el tejido. Horas después se observa la llegada de eosinoéfilos y
otras células pro-inflamatorias que son las responsables de la respuesta
inflamatoria tardia vista en la hipersensibilidad tipo I. (Larenas-Linemann et al.
2008; Traidl-Hoffmann et al. 2009) Las funciones finas, de las células T, sélo se
logran por la interaccion orquestada entre receptores de células T (TCR),
moléculas coestimulatorias, y citocinas ademas de factores adjuvantes
presentes en el microambiente. Es importante mencionar que estas propiedades

de desviar la respuesta inmune hacia una respuesta Th2, puede hacer que otras
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proteinas sin estas caracteristicas, se transformen en alérgenos en una
exposicion simultdnea. (Traidl-Hoffmann et al. 2009) (Radauer et al. 2014;
Chapman et al. 2007; Radauer & Breiteneder 2007; Sanchez-Zauco et al. 2010)

Desde una perspectiva clinica es crucial identificar los factores de riesgo
en el individuo. Las enfermedades previas o comorbilidades son importantes en
este sentido, y son esenciales para estudiar las condiciones en que se da la
sensibilizacion primaria a un alergeno para el desarrollo de una alergia clinica.
El aparente aumento de la prevalencia de la alergia alimentaria en las ultimas
décadas también pide estudios de regulacion epigenética en la fase de
sensibilizaciéon, un campo no estudiado en detalle hasta ahora, por lo que
quedan por resolver desafios para la prediccion de la sensibilizacién de proteinas
gue incluyen (a) las vias de exposicion; (b) la frecuencia y la dosis de exposicion;
(c) las relaciones dosis-respuesta; (d) la funcién de la digestion, procesamiento
de alimentos, y la matriz alimentaria; (e) el papel de la infeccion; (f) el papel de
la microbiota intestinal; (g) la influencia de la estructura y propiedades
fisicoquimicas de la proteina; y (h) el fondo genética y la fisiologia de los
consumidores (Poulsen et al. 2014).

El almidon es el principal polisacarido de reserva de la mayoria de los
vegetales, y la fuente de calorias mas importante consumida por el ser humano.
Esta constituido por dos compuestos de diferente estructura: amilosa y
amilopectina. Los almidones de los cereales contienen pequefias cantidades de
grasas. Los lipidos asociados al almidon son, generalmente, lipidos polares, que
necesitan disolventes polares tales como metanol-agua, para su extraccion.
Algunas proteinas asociadas con granulos de almidén de trigo resultaron ser
alergénicas, incluyendo proteinas de almidon sintetasa y puroindolinas, que
tienen un papel en la determinacion del grano suave. Estas proteinas del granulo
de almidon representan alrededor del 0,2% de almidon de trigo v,
potencialmente, podrian ser responsables de la alergenicidad residual de este
derivado de trigo. Las puroindolinas son rica en cisteina, proteinas que, al igual
LTP, se unen fuertemente a los lipidos polares de membranas celulares de
lipidos, por lo tanto participan en defensa de las plantas frente a patégenos. El
papel de los nuevos alérgenos que encontramos en la fraccion de glutenina

merece mayor esclarecimiento en vivo (Pastorello et al. 2007).
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Dependiendo de la ruta de exposicion al alérgeno y de los mecanismos
inmunoldgicos involucrados, la alergia al trigo se ha clasificado en una reaccién
de alergia alimentaria clasica, con manifestaciones en la piel (urticaria por
contacto), el tracto gastrointestinal y/o respiratorio; anafilaxia inducida por
ejercicio; asma ocupacional y rinitis. Gran parte de las investigaciones sobre las
reacciones alérgicas al trigo se han centrado en la alergia respiratoria conocida
como asma del panadero, la cual es una de las enfermedades alérgicas
ocupaciones con mayor prevalencia a nivel mundial. La alergia alimentaria al
trigo, en su forma extrema (anafilaxia) es capaz de causar la muerte, pero
probablemente no sea tan frecuente en la poblacion general (Sapone et al.
2012). Las respuestas de hipersensibilidad al trigo mediada por IgE, son més
frecuentes en nifios, mientras que las formas de anafilaxia inducida por el
ejercicio son mas frecuentes en adolescentes y adultos (Sapone et al. 2012;
Morita et al. 2012; Pastorello et al. 2007).

En la celiaquia hay una afecciobn causada por una reacciébn a
determinadas proteinas, llamadas prolaminas. El trigo, la cebada y el centeno
son especies de gramineas estrechamente relacionadas pertenecientes a la
familia Triticeae. En la composicion de sus semillas intervienen diferentes clases
de proteinas: las solubles (albuminas, en agua; globulinas, en sal; gliadinas, en
alcohol y agua) y las insolubles ( gluteninas, que son conocidas como
prolaminas). Las proteinas solubles constituyen el 25% de las proteinas de las
semillas y numerosos estudios han confirmado su importancia en las repuestas
mediadas por IgE, tanto por su papel en la dermatitis atopica como en la

sensibilizacién inhalatoria (Sapone et al. 2012; Salcedo & Quirce 2011).

Se ha considerado que las globulinas y gluteinas (aglutinina de las
semillas), peroxidasas y proteinas transportadoras de lipidos son los antigenos
responsables de la hipersensibilidad inmediata frente a los cereales ingeridos,
mientras que en el asma producida por inhalacion de harina (enfermedad del
panadero) las albuminas serian los alérgenos mas importantes. Es de interés
gue tanto la peroxidasa como LTPs pueden asociarse con asma del panadero.
La respuesta alérgica por ingestion de trigo puede dividirse en dos tipos. La
anafilaxia inducida por ejercicio es un sindrome bien definido causado por un tipo

especifico de proteina: omega5-gliadina. Otras respuestas alérgicas incluyen
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dermatitis atopica, urticaria y anafilaxia y podrian estar relacionadas con otro
grupo de proteinas del trigo. Estas pueden variar entre poblaciones y estar
relacionadas con la edad y el tipo de sintomas. Estudios con proteinas
purificadas mediante ensayos de union a IgE especifica con sueros de
pacientes, mostraron que el 60% tenian anticuerpos IgE especificos para
o—gliadina, B-gliadina y subunidades de bajo peso molecular, 55% a y—gliadina,
48% a w—gliadinas y 26% a subunidades de alto peso molecular (Pastorello et
al. 2007; Pastorello et al. 2011; Tatham & Shewry 2008).

2.10 Alérgeno y Respuesta Alérgica

Se define como antigeno a la molécula que es capaz de producir una
respuesta del sistema inmune adaptativo mediante la activacion de linfocitos
(Abbas et al. 2012a).

El término alérgeno es un término mas amplio que antigeno. Un requisito
absoluto para que una molécula sea reconocida como alérgeno es que ésta sea
capaz de unirse a anticuerpos de tipo Inmunoglobulina E (IgE) especificos. Las
moléculas que son capaces de instruir al sistema inmune para producir
anticuerpos IgE especificos son llamados sensibilizadores primarios. (Delves,
2006; van Ree, 2014)

Para que una molécula se transforme en un sensibilizador primario
deben tenerse en cuenta las propiedades potenciales alergénicas enddgenas de
una molécula, la respuesta inmune del sujeto susceptible, y factores asociados.

Propiedades enddgenas:

Un anticuerpo reconoce fragmentos de la molécula del antigeno,
llamados epitopes, éstos pueden ser de orden geométrico (tridimensional) o
estructural. Estan conformados predominantemente por péptidos o fragmentos
de carbohidratos, con un tamafio mayor de 10 kDa (Puc 2003). Cuando son de
tamafio menor, se conocen como haptenos; que se definen como moléculas
menores a los 10 kDa, que sélo unidas a una proteina transportadora seran
capaces de generar activacion inmunolégica (alérgenos incompletos). Cuando
los péptidos que forman el epitope son secuenciales, el epitope se denomina
continuo, cuando es resultado del arreglo conformacional de péptidos se conoce

como discontinuo (Delves, 2006). Un hallazgo importante es la restriccion
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relativa de los alergenos alimentarios a un pequefio numero de familias de
proteinas. Algunas propiedades de las proteinas incluyendo estudios de otras
capacidades biologicas de los alegenos, como la actividad enzimatica, tipos
especificos de glicosilacion y la facultad de unirse a lipidos podrian ser
determinantes en la alergenicidad via su interaccion con el sistema inmune
innato. (Chapman et al. 2007; Radauer & Breiteneder 2007; Radauer et al. 2014;
Poulsen et al. 2014)

Sistema inmune innato:

El sistema inmune innato censa, responde y modula la respuesta a
antigenos por medio de receptores que estan codificados en la linea germinal,
entre ellos los receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés), tipo NOD
(dominios de oligomerizacion de nucleotidos NLR) y receptores de lectina tipo C.
(Sanchez-Zauco et al. 2010)

En el nivel mecanicista, un factor importante para la formacién de una
respuesta alérgica, es el sistema inmune, donde los leucocitos pueden ser
modulados por escision enzimatica de los receptores, tales como CD23 o CD25,
0 por la activacion de receptores inmunes innatos tales como los receptores Toll-
like, por lipidos o hidratos de carbono (Poulsen et al. 2014)

Los TLR son una familia de moléculas de superficie y citoplasmaticas que
participan en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMP) y patrones moleculares asociados a dafio (DAMP).
Originalmente se describio a la proteina Toll como la responsable de la polaridad
dorsoventral en el embrién de Drosophila y en la mosca adulta, participando en
la proteccibn de infecciones fungicas. Los TLR son receptores
transmembranales tipo |; tienen un dominio extracelular con regiones repetitivas
ricas en leucina (LRR), de 24 a 29 aminoacidos; tienen una o dos regiones ricas
en cisteina, ademas de un dominio intracelular de aproximadamente 200
aminoacidos por medio del cual se lleva a cabo la transduccion de sefiales. En
mamiferos se han descrito 13 receptores homadlogos a Toll (TLR). Algunos de
los mas importantes son: TLR2 que reconoce peptidoglicanos (PGN), acido
lipoteicoico (LTA) y lipoproteinas de bacterias Gram positivas, asi como
“zimosan” de levaduras. TLR3 reconoce RNA de doble cadena (dsRNA). TLR4
reconoce el lipopolisacéarido (LPS) de la pared de bacterias Gram negativas,
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proteinas de choque térmico (HSP) de 60 y 70 kDa, entre otros. TLR5 reconoce
flagelina bacteriana y TLR9 participa en el reconocimiento de islas de CpGs, de
DNA no metilado. TLR1, TLR6 y TLR10 pueden formar heterodimeros con TLR2
aumentando la especificidad por sus ligandos. Los TLR representan un puente
entre el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo ya que la
activacion del sistema inmune innato induce la fagocitosis, la opsonizacion y la
produccion de mediadores de la inflamacion, bloqueando la diseminacién del
patdgeno (Sanchez-Zauco et al. 2010).

Los receptores NOD son una familia de al menos 20 miembros que se
expresa en el citosol. S6lo reconocen PAMPs (patrones moleculares asociados
a patégenos). Su funcién es reconocer componentes como peptidoglicanos, pero
también sefales de dafio celular (especialmente Nod-3). Nod-1 y Nod-2 inducen
la expresion y la secrecion de citocinas proinflamatorias. (Sanchez-Zauco et al.
2010)

Los TLR y NLR que estan expresados en las células presentadoras de
antigeno (CPA), tras reconocer a sus ligandos, se activan e inducen moléculas
gue participan en la presentacion de péptidos antigénicos sobre su superficie.
En el complejo principal de histocompatibilidad (CMH) los péptidos son
reconocidos por las células T antigeno especificas, uniéndose asi la respuesta
inmune innata y la adaptativa. (Sanchez-Zauco et al. 2010)

Otros:

Las propiedades potenciales alergénicas enddégenas de una proteina no
pueden ser vistas de forma aislada; la forma en que un alimento se procesa
puede alterar su interaccion tanto con los procesos digestivos y el sistema
inmune con la microbiota intestinal como un factor de intercalacion. A factores
como la resistencia al calor y a la digestion proteolitica deben sumarse factores
como el inicio de la exposicion, el tiempo de la misma, la dosis y la presencia de
cofactores que pueden tener efectos protectores o favorecedores de la alergia.
También la integridad de la mucosa puede estar en juego, ya que se ha
demostrado que algunos alérgenos tienen actividad enzimatica para interferir
con las uniones estrechas, activar receptores por proteasas e iniciar una reaccion
inflamatoria haciendo el epitelio mas susceptible a la captacion de alérgenos
(Abbas et al. 2012a; Pomés 2008; Demoly et al. 2014; Poulsen et al. 2014).
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2.11 El papel de las proteinas como alergenos

Los alérgenos que provocan alergias tipo | o primarias (pacientes con
sensibilizacion especifica al alergeno) son principalmente proteinas o
glicoproteinas (Jenkins et al. 2005; Asero et al. 2009).

Un gran numero de alérgenos tiene funciones bioldgicas intrinsecas.
Entre los alérgenos que figuran actualmente en las bases de datos de dominio
publico (como: Allergome o la Base de datos de estructuras de proteinas
alergénicas), mas de 80 diferentes alérgenos aparecen como proteasas, Sin
embargo para muchos otros alergenos, apenas se comienza a entender como
su funcién biolégica puede influir en su alergenicidad. Se han reportado liasas
de pectina, inhibidores de tripsina, proteinas de union a calcio, proteinas
transportadoras de lipidos, proteinas de union a actina y otras. Algunas de estas
actividades biolégicas pueden contribuir a su alergenicidad al modificar el
microambiente en el que se encuentra el alergeno, algunos pueden incrementar
la distribucién tisular del alérgeno a través de la digestion de la matriz extracelular
(por ejemplo hialuronidasa), degradacién de las moléculas de adhesion (ejemplo:
alérgeno principal del acaro del polvo Der pl1 o el alérgeno de la penicilina (Pen
ch13) o por efectos toxicos directos (ejemplo: melitina y fosfolipasa) en las
células del microambiente. Otros, como el alérgeno principal del abedul Bet v1,
actian como proteinas de union a membrana al unirse a los fosfolipidos de la
membrana, lo cual podria ayudarles a cruzar la barrera mucosa y facilitarles el
acceso a las células presentadoras de antigeno (Traidl-Hoffmann et al. 2009;
Pomés 2008).

A pesar de la evidencia del papel de las proteasas en la alergenicidad,
muchos otros alérgenos, como Fel d1 (alérgeno principal del gato), Der p2 y Der
p5 (alérgenos menores de un tipo de acaro del polvo) no tiene actividad de
proteasas, y algunos de ellos funcionan como inhibidores de proteasas de
cisteina (Fel d3). Esta pendiente por descubrir la actividad relevante de éstos
alérgenos, aunque pareciera que la alergenicidad de éstas proteinas es
independiente de su funcion biologica. Es decir, las funciones intrinsecas
especificas pueden contribuir a la alergenicidad de ciertas proteinas, pero no son
un prerrequisito obligatorio para un alérgeno. Ademas, hasta ahora, ninguna

funcién biolégica ha sido identificada como un discriminador confiable de las
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proteinas alergénicas (Jenkins et al. 2005; Traidl-Hoffmann et al. 2009; Ivanciuc,
Garcia, et al. 2009; Powe et al. 2013).

Se le ha dado poca atencion al contexto natural bajo el cual estos
alérgenos se encuentran con el organismo. Excepto por las pruebas en entornos
clinicos, los individuos jamas se exponen a alérgenos de forma aislada, sino que
generalmente se exponen a alérgenos junto con moléculas acarreadoras. De
forma general, los transportadores de alergenos, representan paquetes de
sefales de peligro que pueden influir sobre los resultados de la respuesta inmune
en diferentes formas. Las fuentes mas importantes de alérgenos son
dispersadas por el viento: granos de polen de los arboles, esporas de hongos,
caspa de animales y veneno de insectos. Esto implica que otros factores son
liberados del acarreador o de ambos (alérgeno y acarreador) durante la
presentacion antigénica. Por ejemplo, existen moléculas microbianas que son
ubicuas en el medio ambiente y en el polvo. En consecuencia, los individuos
estan expuestos a los alérgenos junto con estas moléculas microbianas que
activan directamente a los receptores expresados en los componentes celulares
del sistema inmune innato. En la misma linea, los granos de polen no solo liberan
alérgenos sino también mediadores lipidicos asociados al polen (PALMS),
moléculas bioactivas no alergénicas, que tienen efectos proinflamatorios e
inmunomoduladores en las células que participan en la respuesta inmune
alérgica. Los PALMs proinflamatorios (por ejemplo oxilipina) atraen y activan a
los eosindfilos y neutrofilos independientemente del estado de sensibilizacion del
sujeto, sugiriendo que actdan primero como un adjuvante que puede aumentar
el proceso inflamatorio, como en la fase de provocacion de la respuesta alérgica.
Los PALMs inmunomoduladores, como los fitoprostanos E1, inhiben la
produccion de IL12 de las células dendriticas y citocinas tipo Thl e incrementan
la capacidad de las células dendriticas para inducir la diferenciacion y
reclutamiento de los linfocitos Th2, lo cual indica que promueven una respuesta
alérgica. Ademas, los podlenes liberan oxidasas que tienen efectos deletéreos en
las células epiteliales del tracto respiratorio a través de la generacién de especies
reactivas de oxigeno (Poulsen et al. 2014).

La sensibilizacion puede ocurrir en el lugar de contacto con el alérgeno
como en las vias aéreas y la piel, pero también puede ocurrir a través del tracto

gastrointestinal. En términos generales, la exposicidon a bajas concentraciones
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de alérgenos induce produccion de IgE y alergia, mientras que la exposicion a
altas concentraciones de alérgeno induce tolerancia a través de la activacion de
linfocitos T reguladores. Una respuesta Th2 modificada con la produccion de
altos titulos de anticuerpos IgG subclase 4 especificos para el alérgeno, o ambas
podria terminar bloqueando la union de los complejos inmunes alérgeno-IgE
especifica a la célula efectora. La exposicidon a alérgenos de exteriores, como el
alérgeno principal del polen del abedul, Bet v1, durante la época de polinizacién
puede calcularse, basada en el vuelo del polen y los datos de libracién del
alérgeno obtenidos in vitro, en el orden de 0.03 a 1 ng/d. (Traidl-Hoffmann et al.
2009). Sin embargo, no todas las personas expuestas llegardn a estar
sensibilizadas y presentar alergia. Existe una alta variabilidad en la respuesta
individual a un alérgeno (Traidl-Hoffmann et al. 2009), ademas los contaminantes
ambientales constituyen factores contribuyentes para facilitar el desarrollo de las
alergias de tipo | por diferentes mecanismos. Las particulas contaminantes mas
estudiadas son las particulas de escape de diesel (DEPs), las cuales pueden
transformarse de un neoantigeno inocuo a un alérgeno capaz de inducir altos
niveles de IgE alérgeno-especifica. Se ha identificado suceptibilidad genética
para el efecto adjuvante de DEPs (por ejemplo: glutation S-transferasa) y se
sugiere que el estrés oxidativo inducido por DEPs tiene un papel central en el
proceso. Ademas, las particulas contaminantes pueden actuar directamente
sobre las células presentadoras de antigeno locales y modular su funcion
cambiando el fenotipo de superficie y perfil de citocinas (disminucion en
produccion de IL12) resultando en un patrén proalergico de activacion del
sistema inmune innato. Finalmente los contaminantes como diéxido de nitrégeno
(NO2) y ozono (O3) en concentraciones atmosféricas importantes pueden
conducir a la nitracién de alérgenos ambientales como Bet v1 transformandolos
en neoantigenos (Traidl-Hoffmann et al. 2009).

A pesar de que podemos describir caracteristicas comunes de los
alérgenos, la biologia estructural no puede aportar elementos de discriminacién
confiables que permitan su identificacion. La utilizacibn de herramientas
bioinforméaticas disponibles para clasificar las proteinas en familias sobre la base
de sus secuencias de aminoacidos compartidos y la posibilidad de evaluar su
estructura tridimensional se encuentran disponibles en varias bases de datos de

familias de proteinas, incluyendo Pfam. Un enfoque bioinformético estructural
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combinado, contribuiria al proceso de evaluacion del riesgo alergénico, en
particular para proteinas para las que la sensibilizacién se produce con las
proteinas plegadas nativas. La combinacion de informacion estructural con
analisis de conservacion de la estructura primaria indica que la conservacion de
caracteristicas de la superficie (en particular principales conformaciones de
cadena que no pueden ser evaluados mediante el uso de las homologias de
aminoacidos simples) ofreceria una base mas sélida para evaluar el potencial de
reactividad cruzada observada clinicamente en las proteinas obtenidas de
diferentes fuentes. El analisis bioinforméatico (in silico) de alérgenos principales
(alérgenos mayores) y las bases de datos de alergenos han demostrado que la
mayoria son relativamente pequefios (<70 kd), con carga negativa, con baja
hidrofobicidad y alta estabilidad. Ademas, modificaciones post-traslacionales,
como glicosilacion o la presencia de uniones disulfuro, puede aumentar la
estabilidad y biodisponibilidad de los alérgenos. El andlisis de los patrones de
conservacion de residuos en 4 familias de alérgenos y sus homélogos no
alergénicos mostro la presencia de regiones alérgeno-especificas con una alta
proporcion de residuos hidrofébicos expuestos en la superficie. El hecho de que
un alérgeno induzca un cambio hacia el isotipo IgE monoclonal, oligoclonal o
policlonal en respuesta a una estructura especifica (que bien podria ser de
reactividad cruzada con estructuras homologas) indica fuertemente que los
elementos estructurales relacionados con alérgenos especificos debe participar
en el proceso. Sin embargo, cualquier tipo de analisis in silico tiene que ser
considerado junto con otros factores. Tenemos que ampliar la imagen hacia
factores que induzcan el proceso de cambio (Th2 e IgE) con una variedad de
temas relacionados con el paciente (carga genética) y la funcién intrinseca del
alérgeno sino también con una variedad de factores ambientales, tanto
antropogénicos como biogénicos, que ocurren con la exposicion al alérgeno,
tales como la exposiciéon al polen, los habitos alimenticios, el efecto de la
elaboracion de alimentos, y la matriz, y los factores individuales, incluyendo
antecedentes genéticos, que pueden predisponer a los individuos vuelvan
alérgicos (Jenkins et al. 2005; Traidl-Hoffmann et al. 2009; Ivanciuc, Garcia, et
al. 2009; Powe et al. 2013).

A pesar de la cantidad y diversidad de las proteinas codificadas en el
genoma de las plantas, el universo de los alérgenos de la planta es en realidad
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bastante pequefia, con aproximadamente el 65% de los alérgenos alimentarios
vegetales procedentes de soélo 4 familias de proteinas. También es evidente que
la distribucion de los alérgenos en familias Pfam no se limita a reflejar la
abundancia relativa de las familias de genes en plantas. Las comparaciones de
las estructuras en 3 dimensiones sugieren que la proteinas se pliegan y pueden
predisponer a la aparicion de nuevos alergenos. Por lo tanto, para aquellas
familias de alérgenos tales como las superfamilias de prolaminas en la que se
cree que la sensibilizacién se produce a través del tracto gastrointestinal, las
propiedades de estabilidad conferidos por el plegamiento puede potenciar la
inmunogenicidad de proteinas, un factor para determinar su alergenicidad. La
notable conservacion de ambos residuos en la superficie y principales
conformaciones de cadena en la familia Bet v 1 juega un papel importante en la
conservacion de los epitopos de union a IgE y el fundamento de los sindormes
de alergia de reactividad cruzada entre polen y frutas u hortalizas (Ilvanciuc,
Schein, et al. 2009).

2.12 Funciones intrinsecas de los alergenos

Uno de los principales retos de la alergologia molecular es identificar y
evaluar las caracteristicas de una molécula que confiere sus propiedades
alergénicas cuando entra en contacto con un sistema inmunolégico atopico. La
investigacién en alergenos se ha centrado en identificar alergenos simples y
caracterizarlos en sus propiedades estructurales, funcionales y bioquimicas.
(Jenkins et al. 2005; Asero et al. 2009; Poulsen et al. 2014)

De acuerdo con la definiciébn conjunta de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y la Unién Internacional de Sociedades de Inmunologia (IUIS), una
proteina se considera como un alérgeno cuando es capaz de inducir la
produccion de anticuerpos IgE especificos al menos en 5 individuos (Traidl-
Hoffmann et al. 2009).

Los nombres de los alérgenos son asignados por el Subcomité de
Nomenclatura de Alérgenos de la IUIS basandose en el género/especie de la
fuente y el orden en el que fueron identificados, asi a los alérgenos se les da
nombre empleando las 3 primeras letras en latin de su género, una letra de la
especie y un numero de acuerdo con la prioridad del descubrimiento vy
purificacion del alérgeno; por ejemplo, Phl 1 corresponde al alérgeno principal

del polen de gramineas Phleum pratense. Este sistema de nomenclatura es
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independiente de la naturaleza estructural y bioquimica de la molécula y los
nombres no permiten la identificacion de relaciones entre alérgenos.
Actualmente, mas de 1000 proteinas alergénicas han sido secuenciadas, Yy el
namero de alérgenos conocidos se incrementa de forma sostenida. El comité es
responsable que, de la lista de alergenos aprobados, se forme una base de datos
funcional por lo que la clasificacion de alérgenos segun su origen (de origen
animal, de plantas alimenticias o de pdélenes) ha cambiado para ubicarlos en
unas pocas familias de proteinas lo que muestra que ciertas estructuras
proteicas son mas o menos alergénicas, en contraste con la idea de que todo
antigeno puede ser alergénico (Traidl-Hoffmann et al. 2009; Ivanciuc, Schein, et
al. 2009; Radauer et al. 2014; Abbas et al. 2012b).

En el caso de los alergenos alimentarios, los ultimos 20 afios han visto
una explosion en la identificacion y secuenciacion de alergenos. Se han
publicado las secuencias de mas de 100 alergenos alimentarios diferentes, lo
que corresponde al 70 a 80% de los alergenos alimentarios identificados y
cuando se incluyen isoalergenos (alergenos de la misma especie con una
identidad de secuencias mayor al 67%) el nimero de secuencias reportadas se
eleva a mas de 200 (Jenkins et al. 2005; Traidl-Hoffmann et al. 2009).

2.13 Panalergenos

Dentro de los alergenos a polenes, la clasificacion habitual incluia su
divisiébn en alérgenos mayores (mas del 50% de los pacientes alérgicos estan
sensibilizados) y menores. Entre éstos Ultimos se encuentran algunos
panalergenos que pueden suponer un importante factor de confusién diagnostica
(Luque Pifana 2011)

En general una molécula panalergenica es una molécula con una
funcionalidad esencial cuya estructura bien parcial o totalmente, se ha mantenido
practicamente inalterada en el proceso evolutivo, Esto hace que se mantengan
epitopes comunes en distintas especies y que exista un reconocimento
inmunoldgico por parte de moléculas IgE dirigidas inicialmente frente a una
molécula distinta. Las diferencias estructurales hacen que la afinidad de esta IgE
pueda variar entre las distintas moléculas y se cree que puede ser un factor
fundamental en el paso del reconocimiento molecular a la implicacion causal de

la sintomatologia alérgica.
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Existen varias moléculas que se pueden considerar como panalergenos
implicados en fendmenos de reactividad cruzada entre polenes, alimentos y
latex, como son:

Las proteinas relacionadas con la patogénesis o proteinas de defensa vegetal,
entre las que se encuentran la proteina transportadora de lipidos (LTP),
endoproteasas, peroxidasas, defensinas, proteinas tipo taumantina.
Determinantes de carbohidratos (CCDS): algunas proteinas estan glicosiladas y
existen pacientes alérgicos cuya IgE se une frente a estas estructuras.
Proteinas reguladoras: como las profilinas y polcalcinas.

El descubrimiento de estos panalergenos constituy6 por tanto un indicio sobre la
posibilidad de que no hubiera tantas proteinas alergénicas diferentes como se
pensaba, sino proteinas estructuralmente muy similares, con funciones
equivalentes y que el numero total de alergenos con el que se puedan
diagnosticar y tratar las sensibilizaciones alérgicas no sea tan elevado, lo cual,
sin duda, tiene implicaciones sobre posibilidades terapéuticas futuras.

2.14 Proteinas relacionadas con la patogenicidad

Las proteinas asociadas con la patogenicidad (PRP) se expresan por las
plantas en respuesta a condiciones de estrés, como infecciones, exposicion a
ciertos quimicos, rupturas o condiciones ambientales. Sin embargo, en algunos
tejidos de las plantas, las PRP se expresan de forma constitutiva, por ejemplo en
los pdlenes o frutas, tejidos mas propensos a sufrir agresiones (por insectos u
hongos) o expuestos a condiciones atmosféricas (radiaciones UV). Las PRP
tienen muchos efectos en las plantas, entre otros, su actividad antimicrobiana y
por lo tanto pueden considerarse como parte del sistema de defensa de las
plantas. Analizando lo que se sabe de las secuencias de aminoéacidos y
funciones de los alérgenos alimentarios (clonados) es notable que muchas de
estas moléculas pueden clasificarse como PRP. Muchas PRP son estables a pH
bajos, y tienen resistencia a proteasas. De acuerdo con la secuencia
caracteristica y su actividad enzimatica o biolédgica, las PRP pueden clasificarse
en 14 grupos. Siete de estos catorce grupos contienen proteinas con
propiedades alergénicas, seis grupos contienen alérgenos alimentarios.
Alérgenos alimentarios con homologia a PRP tipo 2: betal,3 glucanasas y
proteinas monomeéricas con un peso molecular de 25-35kDa. Estas enzimas

inducidas por patdégenos unen y degradan beta 1,3 glucanos, componentes de
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hongos y paredes celulares de las plantas. Hev b2, un alérgeno de Hevea
brasiliensis (latex), se ha identificado como b-1,3 glucanasa. Se han encontrado
proteinas homologas en platano, donde la expresidbn de glucanasas esta
relacionada a la madurez de las plantas. Hev b2 juega un papel en la
hipersensibilidad al platano asociado con la alergia al latex.

. Alérgenos alimentarios con homologia a PRP tipo 3: incluyen quitinasas basicas
de clase |, moléculas con actividad antifungica. Estas enzimas hidrolizan la
quitina, componente del exoesqueleto de insectos y de la pared celular y de
hongos. Se han identificado quitinasas clase | del aguacate, castafias y platano
como alérgenos alimentarios con reactividad cruzada.

. Alérgenos alimentarios con homologia a PRP tipo 4: las proteinas relacionadas
a la patogenicidad tipo 4 son quitinasas semejantes a la papa. Se ha identificado
una proteina de union a IgE perteneciente a este grupo en el nabo y la baya del
sauco.

. Alérgenos alimentarios con homologia a PRP tipo 5: también denominadas como
proteinas semejantes a la taumantina (TLP, por sus siglas en inglés). La
taumantina es una proteina que proporciona un sabor intensamente dulce que
se encuentra en la planta Thaumatococcus danielli. Los TLPs tienen una
actividad antifingica. Los alérgenos alimentarios pertenecientes a esta familia
comprenden a los alérgenos menores de la manzana Mal d2, de 31 kDa, al
alérgeno principal de la cereza Pru av2 y a un alérgeno de 23 kDa del pimiento
(paprika).

. Alérgenos alimentarios con homologia a PRP 10: El alérgeno de reactividad
cruzada mas importante es Bet v1, alérgeno principal del abedul, una proteina
relacionada a la patogenicidad del grupo PR 10. Estas proteinas se producen
en respuesta a agentes patdgenos y condiciones de estrés, y se supone que
estan implicadas en el transporte de esteroides. Bet v 1 es un péptido de 159
aminoacidos y peso molecular (PM) de 17,4 kDa7. Presenta una alta homologia
(80-90 %) con los alérgenos mayores de avellano, aliso, castafio y carpe (arboles
del orden Fagales. Consecuentemente, todos los alérgenos homodlogos en
alergia alimentaria por alimentos de origen vegetal pueden ser atribuibles al
mismo grupo funcional. Un numero considerable de alérgenos alimentarios
relacionados con Bet v1 han sido clonados y caracterizados: Mal d1 (manzana)
tiene 159 aminoéacidos y PM de 17,7kDa. Presenta una alta homologia con Bet
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v 1: 65 % de identidad en la secuencia de aminoacidos y 56 % de identidad a
nivel de 4cidos nucleicos; Pru avl (cereza), Pru arl (chabacano), Pru cl (pera),
Api gl (apio), y Dau C1 (zanahoria). También se han identificado alérgenos
homologos en perejil y papa.

Este grupo de alérgenos homologos de Bet v 1 estan implicados en mas
del 90 % de los pacientes que presentan alergia a alimentos vegetales asociada
con polinosis de abedul. La sensibilizacion primaria parece producirse por via
inhalatoria al exponerse al polen de abedul. La sensibilizacion a esta familia de
alérgenos da lugar a una sintomatologia que caracteriza el llamado Sindrome de
Alergia Oral (SAO). .En los paises del Centro y norte de Europa la alergia al
polen del abedul se asocia hasta en un 70% con alergia a roséaceas,
principalmente manzana. En las regiones en que no hay abedules, como es el
Centro de Espafia, se detecta sensibilizacion a Bet v 1 en menos del 10 % de los
alérgicos a frutas rosaceas. Su trascendencia clinica es hasta ahora
desconocida.(Fernandez-Rivas 2009; Ebner et al. 2001; Bartra et al. 2009)

. Alérgenos alimentarios con homologia a PRP 14: también conocidas como
proteinas transportadoras de lipidos (LTPs). Las LTPs son una familia de
polipéptidos altamente conservados que presentan un PM de 8-10 kDa, y que
estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. su funcién bioldgica consiste
en transferir fosfolipidos de los liposomas a las mitocondrias, Se sugiere que
intervienen en el transporte de la cutina y monomeros de subserina. Estan
implicados en la formacion de cuticula y se localizan fundamente en las cubiertas
exteriores de los vegetales, lo que justifica la mayor alergenicidad de las pieles
de las rosaceas, ademas tienen actividad antimicrobiana. El potencial alergénico
de los LTPs esta influenciado por varios factores: localizacién y estabilidad a la
desnaturalizacion proteolitica y térmica. Son moléculas estables, consideradas
verdaderos alérgenos mayores en la zona del mediterraneo, en contraste con la
sensibilizacién a LTPs poco frecuente observada en los paises del centro y del
norte de Europa. Hasta ahora se han reportado como alergenos, LTPs derivados
de 63 fuentes botanicas diferentes, 46 de ellos presentes en partes comestibles
de plantas, y todos ellos pertenecen a la subfamilia de proteinas LTP1. Se ha
especulado que estas diferencias geograficas se deben a las diferencias en la
exposicién a polenes y consumo de alimentos (Hauser, 2010). Teniendo en
cuenta las caracteristicas de esta familia de proteinas es facil comprender que
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se comporten como verdaderos alérgenos alimentarios, produciéndose la
sensibilizacion por via oral. Alérgenos del tipo LTPs con peso molecular bajo (8-
10 kDa) se encuentran en la manzana (Mal d3), durazno (Pru p3), chabacano,
ciruela, cerezay cebada. No esta claro el papel que la exposicién a determinados
polenes del area mediterranea, que contienen LTPs, pudiera tener en el
desarrollo de alergia a alimentos vegetales. El alérgeno principal de parietaria
(Parj 1) es una LTP, pero no se ha establecido hasta ahora un patron claro de
asociacion de alergia a este polen con alimentos vegetales. Sin embargo, se ha
observado que en pacientes alérgicos a durazno, que presentan IgE especifica
frente a su alérgeno mayor, Pru p 3 (una LTP), que la sensibilizacion al LTP del
polen de artemisa amplia el patron de sensibilizaciones a otros alimentos
vegetales taxondmicamente no relacionados (castafia). Recientemente, se ha
observado en Espafia una clara asociacion entre la alergia al polen de platano y
la alergia a alimentos de origen vegetal que estaria en relacion con LTPs en
pacientes del area mediterranea no expuestos al polen de abedul (Ebner et al.
2001; Fernandez-Rivas 2003). El mejor caracterizado es el LTP del durazno (Pru
p3) y en el diagndstico de alergia, existe la tendencia de emplearlo para evaluar
a todos los LTPs de origen vegetal, desafortunadamente algunas revisiones
reportan evidencia de comportamiento inmunoldgico heterélogo (R Asero 2011;
Giangrieco et al. 2012).

2.15 Profilinas

Las profilinas son proteinas globulares de pequefio tamafio, ubicuas de células
eucariotas. Tienen una masa molecular de entre 12-19 kDa, organizada
alrededor de 124-174 residuos de aminoacido en cuatro hélices alfa y siete
hebras beta antiparalelas, dependiendo del organismo del cual proviene. Se
pueden clasificar en dos grupos basados en su secuencia y propiedades
bioguimicas. En el grupo | se encuentran las profilinas ubicuas que se expresan
constitutivamente en todos los tejidos. En el grupo Il se encuentran las profilinas
especificas a un tejido, un ejemplo son las profilinas expresadas en células
germinales de plantas y animales, las cuales se expresan solo en el desarrollo
celular y embrionario. Se ha descrito la participacion de profilinas en diversos
procesos bioldgicos, entre los cuales, el mas estudiado es su intervencion en el

rearreglo del citoesqueleto, regulando la polimerizacion-despolimerizacion de la
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actina, que participa en la estructura y motilidad celular, muy importante en
diversos procesos biolégicos como son la divisién celular, la embriogénesis y la
citocinesis. La funcién de las profilinas esta dada por la interaccion que tienen
con diferentes ligandos y la isoforma que participa. Las interacciones mas
estudiadas son con G-actina, fosfatidilinositol (P1P2), la subunidad alfa de la
cinasa p85 y proteinas ricas en secuencias repetidas de L-prolina (Landa-Pineda
et al. 2013; Radauer & Breiteneder 2007).

Descrita por primera vez por Carlsson y cols en 1976, como proteinas
formadoras de complejo “profilamentosos”, de ahi debe su nombre profilina
(PRO-FILamentous actIN). A pesar de su descubrimiento en células eucariontes
y su funcién importante, principalmente en el dinamismo de la actina, se ha
reportado profilinas provenientes de virus y se propone que su funcién es similar
a la reportada en los vertebrados sugiriéendose que los virus pueden utilizar esta
proteina como ligando del fosfatidilinositol (PIP2) para tener contacto con las
células de mamiferos.

a) Familia de genes y expresion de las profilinas

El nimero de genes por organismo que codifican para profilinas correlaciona
ampliamente con su complejidad. Los eucariontes inferiores contienen uno o dos
genes y ocasionalmente tres, mientras que, en eucariontes superiores, como las
plantas, el nimero de genes que codifican para profilinas es amplio, ademas
pueden ser generadas nuevas variantes de ARNm por splicing alternativo. Las
secuencias de ADN gendémico que codifican para estos polipéptidos estan
formadas por tres expones y dos intrones de diversos tamafios.

En algunos mamiferos, como el hombre, se han descrito solo cuatro
genes que codifican para profilinas, dandoles el nombre de Pfnl al Pfn4. El gen
Pfnl codifica para la isoforma | la cual es ubicua. ElI gen Pfn2 produce, por
splicing alternativo dos variantes, la profilina Il es expresada principalmente en
células neuronales y una forma menor, profilina Ilb, expresada principalmente en
riion. Los genes Pfn3 y Pfn4 codifican para variantes que son tejido-especificas
localizadas en testiculo y rifidn. La expresion de estas proteinas especificas de
espermatozoides regula el desarrollo de la célula y del tejido, lo cual se puede
correlacionar con la expresion también especifica de proteinas relacionadas con

la actina (T-actina 1 y T-actina 2) presentes en células germinales masculinas y
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de igual manera se ha visto su participacion en la reaccion acrisola del
espermatozoide de equinodermo.

Las plantas monocotiledéneas y  dicotiledoneas  contienen
aproximadamente diez diferentes genes, entre ellos algunos pseudogenes no
codificantes, mientras que las secuencias de ADN codificantes permiten la
produccion de estos polipéptidos y algunas isoformas del mismo. De acuerdo a
su secuencia y propiedades bioguimicas se pueden clasifican en dos grupos. En
el grupo | se encuentran las profilinas ubicuas que se expresan constitutivamente
en todos los tejidos y en el grupo Il se encuentran las profilinas tejido-especificas.
Un ejemplo son las expresadas en células germinales de plantas y animales,
estando presentes exclusivamente durante el desarrollo celular y embrionario.

Su papel alergénico fue descrito por primera vez por Valenta en 1991,
consecuencia de sus investigaciones en el polen de abedul. Rdpidamente se
observo su presencia en otros polenes de plantas taxonémicamente distintas y
en alimentos de origen vegetal, demostrdndose su responsabilidad en
fendbmenos de reactividad cruzada y acuiiddose asi por primera vez el término
de panalergeno para esta molécula, término para el que posteriormente se han
incluido otras proteinas como tropomiosinas, proteinas de transferencia de
lipidos y, proteinas de defensa (Luque Pifiana 2011)(Radauer & Breiteneder
2007; Luque Pifana 2011; Landa-Pineda et al. 2013).

La profilina de abedul —Bet v 2— fue la primera identificada, clonada y
secuenciada, y presenta un PM de 14 kDa. En la actualidad se dispone
comercialmente de profiina de abedul recombinante (rBet v2) para
determinacioén de IgE especifica in vitro (CAP-FEIA, Pharmacia). También se han
identificado profilinas de podlenes de gramineas y de artemisa, y se ha
demostrado su presencia en una gran variedad de alimentos de origen vegetal.
La profilina como alergeno se ha constatado su presencia en polenes de Phleum
pretense (Phleum pl12), cynodon dactylon (Cyn d2), Artemisia vulgaris (Art v4),
zea mays, triticum aestivium, Parietaria judaica (Pae j3), Chenopodium album
(Chen a2), Ambrosia elantior, Olea europeae (Bet v2), Corylus avellana (Cor a2),
Alnus glutinosa, Castanea sativa, Palmera (Pho d2) Mercurialis annuana
(Meral). Y ademas se ha documentado su presencia en alimentos de origen
vegetal como manzana (Mal d4), durazno (Pru p4), melén (Cuc m2), sandia,
platano (Mus xpl), apio (api g4), zanahoria (Dau c4), avellana (Cor a2),
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cacahuate (Ara h5), cereza (Prup av4), pera (Pyr c4), pifia (Ana cl), tomate (Lyc
el), soya (gly m3), pimiento (Cap a2) también latex (Heb b8).

Se ha demostrado la implicacién de la profilina en la alergia a apio (Api g
2) en pacientes alérgicos a poélenes de abedul y artemisa; en la alergia a
avellana, manzana (Mal d 2) y otras rosaceas, apio y zanahoria en pacientes
alérgicos al polen de abedul; y en la alergia a rosaceas y otras frutas en pacientes
espafioles alérgicos a polenes de gramineas y/u olivo. En la alergia a alimentos
vegetales en pacientes alérgicos al polen de abedul la profilina se comporta
como un alérgeno menor. Su trascendencia clinica no esta aclarada. Se sabe
que amplia el espectro de sensibilizaciones detectadas mediante pruebas
cutaneas y/o test in vitro, pero no esta claro que se correlacione con la expresion
clinica de la alergia a alimentos. Por el contrario, en la alergia a rosaceas
asociada a polinosis (en su mayoria por polen de gramineas) en pacientes de la
zona Centro de Espafia la profilina es un alérgeno importante. Estas personas
también estan sensibilizadas a LTPs, que son los alérgenos principales de estas
frutas en esta poblacion. La relevancia clinica de la profilina, que de nuevo se
comporta como un “segundo alergeno”, no esta elucidada.(Fernandez-Rivas
2003)

Las profilinas de abedul, gramineas y artemisa presentan una alta
homologia en sus secuencias (en torno a un 80 %), y tienen una antigenicidad y
alergenicidad similares. Las profiinas forman parte de tejidos de
almacenamiento (frutos, nueces, especias y latex) y, por tanto, son también
responsables de la reactividad cruzada entre pélenes y alimentos e, incluso,
entre polenes y latex. Al igual que otros panalergenos, las profilinas poseen
secuencias muy conservadas, con identidades entre 70y 85% (Bet v2 y Ole e2),
y una prevalencia del 20% en la mayoria de los alérgicos al polen, aunque
existen excepciones, como la profilina del polen del chenopodium (Chenopodium
album) (Che a2), para la que se ha encontrado una prevalencia > del 50%, hasta
el punto de ser considerada como alergeno principal.

Hay trabajos que han permitido cuantificar la cantidad de profilina de
diferentes especies vegetales mediante el uso de anticuerpos monoclonales
profilina especificos, permitiendo medir cantidad de profilina en una determinada

muestra, con un rango de entre 4 a 250 ng/ml (Luque Piflana 2011).
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2.16 Profilina como alergeno

La primera identificacion de la profilina como alergeno fue en el polen de abedul,
Betula verrucosa, posteriormente algunos investigadores han centrado sus
estudios en la busqueda de profilinas alergénicas presentes en otros polenes de
importancia etiolégica notable, como: Phleum pratense, Lolium perenne,
Artemisia vulgaris, Zea mays, Triticum aestivum, Ambrosia elatior, Olea europea,
Corylus avellana, Alnus glutinosa, Castaneda sativaa, asi como otros con menor
capacidad sensibilizane o de mas reciente descripcibn como: Mercuriales annua,
Croccus sativus, Zygophyllum fabago, Ricinus communiss, Brassica napus,
entre otros. Identificandose a la fecha profilinas en una gran variedad de
alimentos de origen vegetal incluyendo las frutas rosaceas, siendo reportadas
hasta el momento mas de 800 secuencias de profilina y sus isoformas de
diferentes organismos (http://www.uniprot.org) de las cuales 170 son reportadas

como alérgenos (http://www.allergome.orq) y se ha resuelto la estructura

tridimensional de mas de 40 de ellas (http://www.pdb.orq).

Las profilinas de abedul, gramineas y Artemisa presentan alta homologa
en su secuencia de aminoacidos, cercana al 80% y tienen una antigenicidad y
alergenicidad similares.

En el norte y el centro de Europa se ha reportado que la profilina esta
dentro de los cuatro principales alérgenos con importancia, debido a que los
pacientes alérgicos a rosaceas presentan reaccion cruzada por polinosis con
abedul y/o gramineas, dando reconocimiento de IgE’s a la profilina en un poco
menos del 20% de los casos.

Como se ha descrito las profilinas son importantes alérgenos
provenientes del polen de arboles, maleza, hierba y algunos alimentos. Otros
estudios realizados por diferentes investigadores han descrito que la profilina
proveniente del arbol del hule (Hevea brasiliensis), también conocida como Hev
b8, es reconocida por las IgE’s de pacientes que padecen espina bifida y en un
95% en personas alérgicas al latex que trabajan para el sector salud. En nifios
con espina bifida y adultos alérgicos al latex se reporta que la profilina es un
alergeno relevante desde el punto de vista de frecuencia de reconocimiento in
vivo para ambos grupos, pero es escasa la presencia en extractos de latex
natural y posee baja afinidad de fijacion de IgE (Landa-Pineda 2010; Landa-
Pineda et al. 2013).
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2.17 Reactividad cruzada

Dentro del Sistema inmunoldgico, una de las caracteristicas principales
de los anticuerpos en su gran especificidad. Sin embargo, se sabe que una
determinada IgE puede reconocer antigenos diferentes, es decir, otros epitopes
con caracteristicas estructurales o secuenciales similares que pueden ocupar el
mismo sitio de union al anticuerpo, y que son reconocidos con menor afinidad,
permitiendo la union de complejos alérgeno-anticuerpo sobre la superficie de
células cebadas y basdfilos, y son capaces de inducir una respuesta
inmunoldgica, lo que se denomina reactividad cruzada (Abbas et al. 2012b).

La base etiopatogénica de este hecho esta en que el anticuerpo reconoce
tan solo una secuencia corta de aminoacidos del antigeno, por lo que basta que
dos proteinas se asemejen en unos cuantos aminoacidos para que pueda existir
reactividad cruzada entre ellas (Luque Pifiana 2011).

La reactividad cruzada de alérgenos ambientales y antigenos humanos
basada en el mimetismo molecular juega un papel importante en la patogenia de
algunas enfermedades aunque algunos estudios han mostrado que, las
proteinas que conservan una homologia estructural humana mayor del 62% rara
vez son capaces de inducir una respuesta alérgica (Pomés 2008; Traidl-
Hoffmann et al. 2009).

Un efecto interesante del fenbmeno de reactividad cruzada es que la
sensibilizacion primaria por inhalacion de un alergeno puede provocar la
reaccion alérgica posterior a otra fuente alergénica, cuya ruta de exposicién sea
distinta. Este es el caso de la reactividad cruzada entre aeroalergenos de
pélenes y ciertos alergenos de alimentos que provocan el sindrome de alergia
oral (SAO). Una vez que el alérgeno es introducido a una célula presentadora de
antigeno, éste es degradado a péptidos lineares pequefios, los cuales son
presentados a los linfocitos T via complejo mayor de histocompatibilidad de clase
II, asi que, aquellas proteinas que, durante su procesamiento presenten
secuencias de aminoacidos similares a las del antigeno, seran capaces de
activar a linfocitos T para proliferar e inducir la formacion de citocinas.(Luque
Piflana 2011; Roulias et al. 2014).

La estructura primaria (secuencia de aminoacidos) de una proteina
permite predecir sus propiedades fisicoquimicas como su peso molecular, su

punto isoeléctrico o carga, hidrofobicidad, estabilidad. Esto parecia implicar que
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semejanzas estructurales o bioquimicas entre proteinas alergénicas de la misma
familia podria explicar lo que determina la alergenicidad. La mayoria de los
alérgenos pueden agruparse en 4 familias estructurales cuando se clasifican de
acuerdo con el plegamiento de proteinas: (1) cadenas p antiparalelas; (2)
cadenas B antiparalelas estrechamente asociadas con una o mas hélices a; (3)
estructuras o y B no relacionadas estrechamente; y (4) estructuras o hélice
(Jenkins et al. 2005; Traidl-Hoffmann et al. 2009), sin embargo, la semejanza
entre secuencias simples no es suficiente para predecir de forma concluyente la
reactividad cruzada. Mientras que secuencias cortas pueden definir un epitope
(son suficientes unos 10 amino&cidos para constituir un epitope), tramos cortos
de secuencias idénticas no son lo suficientemente largos para predecir la
reactividad cruzada de epitopes IgE con significacion estadistica (Pomés 2008;
Ivanciuc, Garcia, et al. 2009; Traidl-Hoffmann et al. 2009; Luque Pifiana 2011,
Roulias et al. 2014).

La reactividad cruzada entre poélenes y alimentos se extiende entre
diferentes especies y aun entre especies de diferentes continentes. Algunos
alérgenos estan ampliamente distribuidos en individuos taxonémicamente
diferentes. Esto significa que pueden existir homoélogos en muchos, si no todos,
los alimentos derivados de plantas, aun cuando sean botanicamente diferentes.
Estos alérgenos son « panalergenos » proteinas ampliamente extendidas en el
reino vegetal, implicadas en funciones bioldgicas importantes (generalmente de
defensa), por lo que sus secuencias y estructuras estan altamente conservadas
(Pomés 2008; Fernandez-Rivas 2009; R Asero 2011; Flores et al. 2012;
Giangrieco et al. 2012).

Dos aspectos inmunolégicos muy distintos deben distinguirse en cuanto
a la capacidad alergénica de una determinada molécula: la inmunogenicidad y la
reactividad. La primera se refiere a la capacidad de un alérgeno para inducir una
respuesta alérgica mediada por la sintesis de IgE, en el caso de la alergia, y la
segunda a la reactividad provocada a través de las IgE ya sintetizadas por una
exposicién previa, al unirse al alergeno. Cuando se produce contra una proteina
distinta al alergeno que provoco la sensibilizacion, pero que es homologa a él,
se habla de reactividad cruzada. Este fendmeno se basa en la similitud entre la

superficie molecular de las proteinas homélogas. Un grado de identidad en la

50



secuencia de aminoéacidos no superior al 25% puede ser suficiente para que dos
proteinas se plieguen de modo equivalente y compartan una estructura terciaria
comun. Sin embargo, un mayor grado de identidad (>70%) es necesario para
gue dos proteinas compartan aminoacidos expuestos en la superficie molecular
y epitopes de IgE y, por tanto, para que la reactividad cruzada tenga lugar. Hay
por tanto tres factores que favorecen la existencia de reactividad cruzada:

La estructura molecular altamente conservada, cuando la proteina posee una
secuencia de aminoacidos muy parecida en las diversas fuentes alergénicas.
Puede y suele ocurrir cuando las proteinas tiene indéntica funcién biolégica;
Coincidencia de tejidos: la presencia de proteinas con idéntica funcién biol6gica
y por tanto con estructuras semejantes se acentla en tejidos homologos;
Proximidad filogenética de las especies alergénicas: la similitud estructural entre
proteinas homélogas es mayor para las procedentes de fuentes alergenicas
filogenéticamente cercanas.

En ocasiones se puede predecir la reactividad cruzada entre alergenos
conociendo la taxonomia de las plantas que los producen, de manera que las
mas relacionadas filogenéticamente son las que producen mas alergenos
homélogos. Muchos de los componentes de determinadas fuentes alergénicas,
como es el caso de los grupos 1y 5 de las gramineas, poseen una estructura
tan parecida que la sensibilizacién a una de ellas implica la sensibilizacion al
resto. Por tanto, el tratamiento de los pacientes se veria notablemente
simplificado si el paciente alérgico a los miembros de estas familias fuera tratado
exclusivamente con el extracto de la especie con mayor prevalencia geogréfica.

Mediante alérgenos como profilinas, polcalcinas y en menor medida las
beta 1,3 glucanasas, también puede ocurrir que exista rectividad cruzada entre
plantas poco relacionadas filogenéticamente, las profilinas y polcalcinas han sido
identificadas en practicamente todas clase de especies vegetales y sus
miembros son considerados como panalergenos. Asi, se han visto
sensibilizaciones en pruebas cutaneas a poélenes a los que el paciente no esta
expuesto. Este es el caso por ejemplo de la palmera datilera (Phoenix
dactylifera), un arbol comuan en las regiones mediterraneas. En Espafia, las cifras
de sensibilizacion cutanea a este polen oscilan entre 5,6% en Elche y 29,41% en
Zaragoza, aunque no se han encontrado pacientes monosensibles a este polen.

Esto hace pensar que la sensibilizacién a la palmera es la expresion de una
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reactividad cruzada entre polenes. Su floracion tiene lugar durante los meses de
primavera y su polen no es muy abundante. Solo en la zona de Elche se han
encontrado concentraciones de polen de palmera apreciables. En ninguno de los
estudios realizados hasta ahora en Espafia se han encontrado pacientes
monosensibles al polen de palmera datilera, esto indica que la sensibilizacion
cutanea puede ser Unicamente la expresion de una reactividad cruzada entre
pélenes, posiblemente debida a una profilina. Los extractos de polen de palmera
se ha visto que son ricos en estas proteinas y se ha demostrado que contienen
entre 25 y 50 veces mas la cantidad de profilina que los de gramineas. En un
estudio realizado en el area mediaterranea, se observé una sensibilizacion a
polen de palmera del 16,39% en prueba cutanea, porcentaje que se corresponde
con la prevalencia de snesibilizacion a la profilina hallada en los pacientes
polinicos (en torno al 20%); quiza podria explicarse porque muchos de los
pacientes reconocian al alergeno Pho d1, una profilina identificada como uno de
los alérgenos principales de este polen. Todos los pacientes sensibilizados al
polen de la palmera estaban sensibilizados al menos a otros cuatro polenes, y la
mayoria tenia pruebas cutaneas positivas con mas de seis. Esto hace pensar
que estos pacientes estarian sensibilizados a algun panalergeno, que en el 55%
de los casos, es una profilina. La idea de encontrar un marcador clinico que
pudiera discriminar la polblacion sensibilizada en pacientes alérgicos a las frutas
utilizando como marcador la sensibilizalizacion a citricos, sandia, melon, jitomate
y platano.

Entre las diferentes especies vegetales existe una alta homologia de las
profilinas, lo que da lugar a reactividad cruzada. Aunque la existencia de epitopos
especificos de especies, hacen que entre algunas de ellas la reactividad pudiera
ser solo parcial, en general desde el punto de vista practico se podria usar una
de ellas para detector la sensibilizacion a esta familia de moléculas (Luque
Pifana 2011).

El nivel de exposicion y las propiedades del propio alergeno juegan un
papel importante en la determinacion del potencial alergénico (Jenkins et al.
2005).

Si bien la determinacion de estructuras tridimensionales de los alergenos
permite la explicacion (y posible prediccion) de reactividad cruzada entre
moleculas homélogas de diferentes origenes, la destruccion de la estructura
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tridimensional de las proteinas por el calor o cambios de pH explica por qué varia
la alergenicidad de las proteinas. (Pomés 2008; Ivanciuc, Schein, et al. 2009;
Traidl-Hoffmann et al. 2009; Roulias et al. 2014) (Luque Pifiana 2011).

En los afios 90, gracias a la aplicacion de técnicas de biologia molecular,
se identificaron una serie de alérgenos responsables de la reactividad cruzada
que en su mayoria son proteinas con actividad enzimatica proteolitica (Delves,
2006), inhibitoria de otras enzimas, proteinas estructurales o de union, de
almacenamiento o reguladoras. Los 3 grupos de proteinas altamente
conservadas responsables de la gran mayoria de casos de sindrome polen-
alimento son los alérgenos homologos de Bet v 1 (alérgeno principal del abedul),
las profilinas y las proteinas transportadoras de lipidos (PTL). En los pacientes
alérgicos a alimentos vegetales se detecta con frecuencia IgE dirigida frente a
determinantes hidrocarbonados de glicoproteinas vegetales, aunque parece
carecer de relevancia clinica (Riccardo Asero 2011b; Pomés 2008; Fernandez-
Rivas 2009; Flores et al. 2012)

2.18 Diagnéstico de alergia alimentaria

Actualmente, en el diagndstico de alergia alimentaria, el cuadro clinico
define el incio del protocolo de estudio, sin embargo, en los casos de alergia
alimentaria al trigo, el diagndstico se realiza por exclusion del alimento
sospechoso (el trigo) o por dietas de eliminacion, y posteriormente se confirma
por reto alimentario (reintroduccion monitorizada de alimentos que contienen
gluten) para evaluar si la salud del paciente mejora con la eliminacion o
reintroduccion del gluten a la dieta. Este abordaje carece de especificidad y esta
sujeto al riesgo del efecto placebo en la dieta de eliminacion y la mejoria de los
sintomas. (Sapone et al. 2012). El valor predictivo positivo de los anticuerpos IgE
especificos al trigo es muy bajo principalmente debido a la reactividad cruzada
con polen de gramineas y la representacion incompleta de proteinas de trigo en
las pruebas de diagnostico disponibles actualmente debido a la falta de un
procedimiento estandarizado para la extraccion de todas las fracciones de
proteina de trigo (1°); la ausencia de estudios de exposicion de alimentos doble
ciego controlados con placebo que comparan el perfil alergénico de las tres
fracciones de proteinas de Osborne en sujetos con verdadera alergia al trigo (2°),

y (3°) la falta de datos sobre las diferencias en la capacidad de union a IgE, que
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no lo hacen incluir todos los alergenos derivados de las tres fracciones de
proteina de trigo con diferente solubilidad (Pastorello et al. 2007).

El conocimiento actual de los alergenos alimentarios es incompleto, sin
embargo, se han podido indentificar grupos de alergenos importantes en plantas
alimenticias. Estas 4 familias son la superfamilia de las prolaminas de cereales
(por ejemplo, el alergeno w-5 gliadina del trigo), las proteinas de transferencia
inespecificas de lipidos (como Pru p3 del Durazno, y Zea ml1l4 de maiz),
albuminas almacenamiento 2S [por ejemplo, Ber e 1 de la nuez de Brasil] y los
inhibidores de la tripsina y la a-amilasa); las cupinas (incluyendo proteinas de
almacenamiento 7S y 11S de semillas, como Ara h 1, 3, y 4 de cacahuete);
homélogos del alérgeno principal del polen de abedul, Bet v 1 (como Mal d 1 en
manzana y Api g 1 en el apio); y profilinas (como Api g 4 de apio) (Jenkins et al.
2005; Traidl-Hoffmann et al. 2009).

El diagnéstico y tratamiento de las enfermedades alérgicas esta
evolucionando gracias a las nuevas técnicas de diagnostico molecular. El
impresionante auge que ha experimentado la biologia molecular en las ultimas
décadas, principalmente a través de la gendmica y protedmica, ha influido de
forma decisiva en multitud de campos de la biomedicina, incluyéndose entre
ellas, la alergologia (Luque Pifiana 2011).

Para establecer el diagnéstico de alergia mediada por IgE, debe
demostrarse la presencia de anticuerpos de tipo IgE especificos a un alergeno
en particular. La forma mas comun de realizarse es mediante la introduccion de
pequefias cantidades de extracto alergenico en la piel que dé origen a la
formacién de una papula, sin embargo en el caso de los alimentos, los extractos
empleados han demostrado poca sensibilidad. Cuando se preparan extractos de
alimentos crudos, se presenta una variacion en la expresion de alergenos debido
a la variabilidad biol6gica. Mas aun, algunos alergenos importantes pueden estar
presentes en concentraciones bajas 0 no encontrarse en ciertos extractos,
contribuyendo a su baja sensibilidad diagnostica (Vieths y cols, 2002).Los
factores que influyen en estas diferencias son: la etapa de maduracién, las
diferencias entre cultivos, la degradacion proteolitica y los protocolos utilizados
para la extraccion que afectan la cantidad relativa de muchas proteinas y el perfil
de los componentes alergénicos (Giangrieco et al. 2012).Todos estos problemas

pueden resolverse mediante el uso de preparaciones alergénicas altamente
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purificadas, area de interés reciente que se ha denominado “diagnéstico basado
en Componentes”, el cual permite aumentar la sensibilidad diagndstica in vitro,
detectar diferencias geograficas en patrones de sensibilizacion o alergenos
individuales, realizar una correlacion del cuadro clinico con patrones de
sensibilizacion y/o identificar alergenos individuales como biomarcadores de
reactividad cruzada (Steckelbroeck et al. 2008; Vieths & Hoffmann-
Sommergruber 2008; Luque Pifiana 2011).

Puesto que parece imposible obtener extractos estandarizados con una
composicién alergénica constante y que contengan todas las proteinas
alergénicas presentes en la fuente natural, el diagnéstico molecular ha ganado
mucha atenciéon en el pasado reciente. Un gran numero de alergenos se han
caracterizado por técnicas inmunoquimicas y de biologia molecular. Basados en
la informacion de la secuencia de los alergenos, se puede realizar un primer
acercamiento de las funciones biologicas de estas moléculas (Vrtala et al. 1993).
Los alérgenos tienen una naturaleza protéica, por lo tanto, tienen propiedades
de las moléculas proteicas. Es bien sabido que la estructura y funcion proteica
se ven afectadas por las caracteristicas fisicas y quimicas del medio ambiente
incluyendo la composicion quimica del medio, la fuerza ionica, el pH, la
temperatura, etc. La funcidon de algunas proteinas esta determinada por la
interaccidn con otra molécula proteica. Esta interaccidn proteina-proteina puede
depender de las condiciones ambientales, experimentales que ocurran en torno
a estos dos actores. El diagnéstico alergoldgico se basa en la deteccion de
interacciones proteina-proteina, incluyendo el alérgeno y el anticuerpo IgE que
reconoce especificamente el alérgeno bajo investigacion (Jenkins et al. 2005;

Giangrieco et al. 2012).

2.19 Purificacion de proteinas

Las proteinas (o polipéptidos) son secuencias de aminoacidos unidas por
enlaces peptidicos. Son moléculas grandes con un tamafio definido, forma y
carga. La purificacion de una proteina requiere de una estrategia inteligente en
la seleccion y combinacion de técnicas basadas en el conocimiento que de una
proteina de interés se tiene, es decir de sus propiedades (Alden Green & Hughes
n.d.). Tres requisitos son necesarios para desarrollar una estrategia de

purificacion: 1) determinar la cantidad y pureza de la proteina necesaria para su
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uso posterior, 2) conocer la mayor informacion relacionada con la fuente y
naturaleza de la proteina de interés y contaminantes en la preparacion biolégica
y 3) buscar la mejor fuente de la proteina de interés (Duarte-Vazquez 1999;
Williams 2001).

2.20 Propiedades de las proteinas:

. Solubilidad.- La separacion exitosa de proteinas sobre la base de su solubilidad
depende del control de ciertas variables. Estos incluyen el pH y la temperatura,
asi como la composicion del disolvente y el caracter de las proteinas presentes.
El disolvente se puede variar mediante la adicién de cantidades variables de
sales, incluyendo metales pesados o cambiando la constante dieléctrica
mediante el uso de mezclas acuosas de disolventes organicos en lugar de agua.
En general, las separaciones se realizan después de que la fase sdlida y la
solucién han entrado en equilibrio entre si. La solubilidad depende de la cargas
electrostéticas, la carga neta depende del numero, identidad, localizacion de los
aminoéacidos y pH del solvente. La caracteristica mas importante de una proteina
es el numero y disposicion de las cargas en la molécula. Esto depende de la
composicion de aminoacidos - en particular, sobre el numero de grupos carboxilo
libres de residuos aspartil y glutamil por un lado, y de los grupos basicos de
histidina, arginina, y los residuos de lisilo en el otro. Depende del punto
isoeléctrico (rango de 5 a 8-5). El punto isoelectrico depende de la carga de 7
amioacidos: glutamato (grupo carboxilo 8), aspartato (grupo carboxilo ), cisteina
(grupo thiol), tirosina (grupo fenol), histidina (cadenas laterales y grupo imidazol),
lisina (grupo amonio €) y arginina (grupo guanidina) (Alden Green & Hughes n.d.;
Nehete et al. 2013).

Peso molecular. Las variaciones en el peso molecular de las proteinas dependen
del numero de residuos de aminoacidos. Cada aminoacido contribuye a
aumentar 110 el valor del peso molecular de la proteina.

Forma. Existen proteinas globulares (por ejemplo. insulina), ovales (por ejemplo:
albumina), filamentosas o elongadas (por ejemplo: fibrinégeno).

Proteinas acidas o basicas. Las proteinas en el que la relacion de (es > 1,
entonces es una proteina basica y si el valor es < 12.21, entonces es una

proteina acida.
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Reacciones colorimétricas. Son Utiles para identificar la naturaleza de los
aminoécidos presentes en las proteinas.

Vida media en vivo. Indica el tiempo medio en el que el 50% de la cantidad de
proteina desaparecen desde su sintesis en la célula. Se utilizan 3 modelos de
organismos para predecirlo: humano, levaduras y E. Coli.

La regla “N-terminal’, que se refiere a la utilizacién de la vida media de la proteina
para identificar su residuo N-terminal.

Coeficiente de extincion. Se indica en la cantidad de luz absorbida por una
proteina en una cierta longitud de onda. Este valor del coeficiente de ayuda en
la estimacion y la identificacion de una proteina cuando se expone a un
espectrofotometro. El coeficiente de extincion molar de una proteina puede ser
estimado por conocer su compaosicion de aminoacidos.

indice alifatico. El indice alifatico de una proteina indica un volumen relativo
ocupado por las cadenas laterales alifaticas (alanina, valina, isoleucina y
leucina), que también aumentan la termoestabilidad de las proteinas globulares.

10.GRAVY. (Gran promedio de hidropaticidad, por sus siglas en inglés). Esta se

calcula utilizando la escala de Kyte - Doolittle de la siguiente manera: GRAVY =
suma de los valores de hidropatia de aminoacidos/ nimeros de residuos en
secuencia. Una puntuacion positiva indica un mayor aumento de la
hidrofobicidad.

11. Secuenciacion de proteinas. Se refiere a la determinacion de la secuencia de

1)

2)

aminoacidos, la conformacion de proteinas y el alcance de la formacion de

complejos con moléculas no peptidicas en una proteina (Nehete et al. 2013).

2.21 Conceptos en purificacion de proteinas

Factor de purificacion: es el aumento en la actividad especifica después de una
técnica de purificacion. Es la relacion entre la actividad especifica después del
paso de purificacion y la actividad especifica en el extracto crudo. Puede usarse
para saber que tan buena es una técnica para aumentar la pureza de una
proteina.

Rendimiento: es la evaluacion de la cantidad de actividad o proteina activa
obtenida después de un paso de purificacion. Generalmente es reportado en por
ciento, siendo el 100% de la actividad en el extracto crudo. Debido a que no
existe especificidad ni eficiencia absoluta, algo de proteina activa es perdida

57



ok~ 0N PE

durante cada paso de purificacion, lo que provoca al final de la purificacion, un
rendimiento de la proteina activa como un pequefio porcentaje de la
original(Duarte-Vazquez et al. 2001).

2.22 Técnicas de purificacion

Métodos de precipitacion selectiva

desalado

Precipitacion isoidnico

Precipitacion cosolvente organica

(Two carbon organic co-solvent precipitation of proteins.

Precipitacion cosolvente organica de C4 y C5, particion de fase y extraccion de
las proteinas

6. exclusién de proteinas y agentes (polimeros neutros) y osmolitos

7. precipitacion polielectrolito sintético y semisintético

8. Precipitacion metalica y heteropolianion polifendlica

9. emparejamiento hidrofébico de iones (HIP) de ligandos entremezclados
10. Coprecipitacion de ligandos de matrices apiladas

11. Precipitacion catidénica de metales di y trivalentes(Nehete et al. 2013)
PRECIPITACION CON SALES

La solubilidad de una proteina esta determinada por el grado de hidratacion
de la molécula. La precipitacion por la adiccion de sales neutras, es
probablemente el método mas usado para el fraccionamiento de proteinas por
precipitacion; generalmente la proteina precipitada no se desnaturaliza y su
actividad se recupera redisolviendo la pastilla formada, adicionalmente las sales
pueden estabilizar a la proteina contra la desnaturalizacion.

Durante muchos afos se ha utilizado el método de adiccion de sales a las
proteinas con el doble propdésito de concentrar y purificar algunas proteinas
especificas. La sal utilizada con mayor frecuencia es el sulfato de amonio, por
su gran solubilidad, ausencia de efectos perjudiciales para la mayoria de las
enzimas, relativamente barata y, en algunos casos, por su efecto estabilizan para
ciertas enzimas.

Este tipo de precipitacion es dependiente de la naturaleza hidrofébica de la
superficie de la proteina. Los grupos hidrofébicos predominan en el interior de la

molécula de proteina, pero algunos se encuentran localizados hacia el exterior
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de la proteina con frecuencia formando “parches”. El agua es forzada a entrar en
contacto con estos grupos, pero cuando la sal se agrega al sistema, el agua
sonata preferentemente a los iones de la sal y a medida que se incrementa la
concentracion de éstas, el agua se elimina de la periferia de la proteina
exponiendo eventualmente los parches hidrofobos; estos parches hidrofobicos
de la molécula de la proteina pueden interaccionar con los de otra proteina dando
como resultado la agregacion de las mismas.

PRECIPITACION CON SOLVENTES ORGANICOS

Muchas proteinas pueden ser precipitadas por la adiciébn de solventes
organicos miscibles en agua tales como acetona y etanol. La adicién de
solventes organicos a solucione de proteinas, reduce la solubilidad de éstas al
reducir la constante dialéctica del medio. Cuando se adicionan cantidades
crecientes de solventes organicos las moléculas de proteina interaccionan mas
con otras moléculas de proteina que con el agua; la formacion de complejos
entre moléculas de proteinas de distinta carga continla hasta que se alcanza un
punto en que la proteina precipita debido al decremento de la constante
dialéctica.

Sin embargo, cuando se utilizan cantidades elevadas de solventes orgénicos,
se puede producir una desnaturalizacion de la misma por rompimiento de los
enlaces hidréfobos. Para minimizar esta desnaturalizacion, la precipitacién debe
llevarse a cabo a bajas temperaturas; el solvente organico debe ser preenfriado
a temperaturas menores de -15 grados C, y el extracto que contiene la enzima a
0 grados C. El solvente debe adicionarse lentamente con agitacion constante
hasta la concentracién deseada. El precipitado formado es removido y redisuelto,
0 secado a bajas temperaturas para remover el solvente, de otra manera, se
puede perder una considerable actividad de la enzima por desnaturalizacion.
PRECIPITACION POR POLIMEROS ORGANICOS

Para la precipitacibn de proteinas pueden utilizarse algunos otros
precipitantes organicos; el polietilenglicol es el polimero organico mas
comunmente usado, sin embargo, cuando se utiliza en altas concentraciones
(mayores al 20%) da como resultado soluciones muy viscosas, haciendo dificil
la recuperacion del precipitado.

La precipitacion con polietilenglicol ha sido utilizada con éxito considerable
para disminuir la solubilidad de algunas proteinas tales como las globulinas;
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adicionalmente, la presencia de iones metalicos bivalentes puede disminuir
considerablemente la solubilidad de varias proteinas en polietilenglicol.
PURIFICACION DE PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

La cromatografia debe su nombre a que fié descrita cuando se intentd
separar pigmentos auxiliares de la fotosintesis, generando un patrén de bandas
de colores. A la fecha es una de las técnicas mas usadas para la separacion de
moléculas con actividad biolégica. En general la cromatografia se basa en la
absorcion y/o adsorcion de moléculas en matrices.

Los absorbentes mas utilizados para proteinas son los intercambiadores de
iones, materiales idrofobicos, ligados sintetizados quimicamente, 0 compuestos
biologicos tales como sustratos, inhibidores de enzimas, o anticuerpos, los
cuales se conocen como absorbentes por afinidad. Las matrices usadas
comunmente son la celulosa, la agarosa u otros polimeros de carbohidratos.

La mayoria de los esquemas de purificacion involucran de alguna manera a
la cromatografia, la que se ha vuelto una herramienta esencial en todo
laboratorio donde se requiere de una purificacion de proteinas. Diferentes
técnicas de cromatografia, con diferentes selectividades forman poderosas
combinaciones para la purificacion de cualquier biomolécula (GE healthcare Bio-
sciences 2007).

SEPARACION BASADA EN LA CARGA

El intercambio irénico es la técnica de cromatografia mas comuinmente
practicada en la purificacion de proteinas, esto es en parte por su facil
escalamiento, amplia aplicabilidad y su bajo costo en comparacién con otros
métodos de separacion.

Se requiere de un material insoluble con propiedades hidrofilicas que tenga
grupos ionizables con carga opuesta a la carga neta de la proteina. Ademas la
proteina debe ser capaz de moverse en el material insoluble de una manera
selectiva.

Este tipo de cromatografia involucra dos eventos separados, (1) la union de
la proteina de la matriz y (2) la evolucion o desplazamiento de la proteina de la
matriz. Debido a que la retencion involucra interacciones electroestaticas entre
las cargas de la matriz y la proteina. proteinas con alta densidad de carga

requieren de altas concentraciones del counterion para ser eludidas.
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Otra forma de eludir la proteina es por la modificacion del pH. ElI material
intercambiador debe de tener una carga opuesta a la de la proteina para que
ocurra la adsorcion, después de la adsorcion la proteina puede ser eludida por
modificacion del pH de la solucion acarreadora de tal manera que la carga del
material intercambiado o de la proteina es modificada.

SEPARACION COVALENTE

La cromatografia covalente se usa en el aislamiento de proteinas que
contienen grupos tiol, por interacciones tiol-disulfuro. La estructura terciaria y
cuaternaria de las proteinas es estabilizada por puentes intra e inter disulfuro,
formados por la oxidacién de dos residuos de cisteina. El aislamiento de la
proteina por el intercambio tiol-disulfuro involucra la reaccion de un grupo tiol-
disulfuro 2’piridil de la matriz con el grupo tilo de la proteina. Después de que la
proteina se une, la elucion se lleva a cabo con agentes reductores como glutation
y ditiotreitol.

PURIFICACION POR AFINIDAD

Las proteinas presentan sitios de union para interaccionar con otras
biomoléculas llamadas ligandos; estos ligados pueden ser pequefias moléculas
mas grandes como hormonas. La cromatografia de afinidad es la tecnica mas
poderosa para purificar proteinas, debido a su alta selectividad, ademas permite
la purificacion de una proteina sencilla de baja abundancia de una mezcla cruda
de proteinas de elevadas concentraciones. En la tabla 2 se muestran algunos

ligados utilizados para la purificacion de proteinas por esta técnica.
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Tabla 2. Ejemplos de ligados utilizados en la purificacion de proteinas por
cromatografia de afinidad.
Ligando Proteina

Proteina/ Proteina G Inmunoglobulinas de varias especies
Anticuerpos monoclonales Antigenos

Inhibidores de proteasas Proteasas

Polimixina B Endotoxina C bacterina
Lectinas Glucoproteinas

Biotina Avidina

Heparina Factores de coagulacion

La elucion de la proteina retenida de la columna se lleva a cabo por la
modificacion de las condiciones tales como pH, concentracion de sal y en
algunos casos se requiere la adicion de detergentes u otras sustancias que
promuevan la disociacién del complejo proteina-ligando sin la destruccién de la
forma activa de la proteina
SEPARACION POR INTERACCION HIDROFOBICA

Esta tecnica de separacion se basa en la fuerza de interaccion entre zonas
hidréfobas de la proteina y un ligando o grupo inmovilizado hidrofébico. La
técnica de separacion hidrofobia es cada vez mas utilizada debido a que es muy
selectiva, de facil manejo y con aplicaciones a practicamente todas las proteinas.
La tecnica consiste en retener a la proteina en una matriz con un ligando
hidrofobico en un ambiente de alta concentracion salina y la elucion de la misma
disminuyendo la fuerza ionica del amortiguador de elucion.

SEPARACION BASADA EN EL TAMANO

La cromatografia de filtracion en gel es utilizada para separar moléculas de
diferentes tamarios; el principio basico de esta tecnica es la participacion de
moléculas entre un solvente y una fase estacionaria de porosidad definida.

Considerando una muestra que contiene moléculas mas grandes y mas

pequefias que el poro de la matriz de la fase estacionaria, asi como moléculas
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de tamafio intermedio; las moléculas mas pequefias pueden entrar dentro de los
poros de la matriz y moverse mas lentamente a traves de la columna,
apareciendo hasta el final de la cromatografia, mientras que las moléculas mas
grandes son excluidas de la fase estacionaria y eluden primero de la columna.
Todas las moléculas son eludidas en orden decreciente de su tamafio.
Algunas dimensiones importantes en la filtracion en gel son el diametro del

poro, el volumen interno y el diametro hidrodinamica de la molécula de proteina.

SECUENCIA DE PURIFICACION
DETERMINACION DE PROTEINA

La purificacion de proteinas varia desde un procedimiento de un solo paso
como la precipitacion hasta procesos de produccion validados a gran escala.
Con frecuencia, se requiere mas de un paso para alcanzar el nivel de pureza
deseado. La clave para una purificacion de proteinas exitosa y eficiente es
seleccionas las técnicas mas apropiadas, optimizar su rendimiento para
adaptarse a los requisitos y combinarlos en una forma légica para maximizar el
rendimiento y minimizar el nimero de pasos necesarios.

El primer paso es describir el escenario basico para la purificacion. Las
consideraciones generales deben contestar preguntas como: ¢Cudl es la
intencién de uso del producto? ¢Qué tipo de material inicial esta disponible y
como deberia ser manejado? ¢ Cuales son los problemas de pureza en relaciéon
con el material de la fuente y la intencion de uso del producto final? ¢Cdmo
deberia removerse? ¢Qué debe removerse completamente? ¢ Cual deberia ser
la escala final de purificacion? Si existe necesidad de escalar, ¢qué
consecuencias tendra esto en las técnicas de purificacion elegidas? ¢ Cual son
los costos econdmicos y cuales los recursos y equipo disponibles?

Muchos de los protocolos de purificacion requieren de mas de un paso
para lograr el nivel de pureza del producto. Esto incluye cualquier paso
acondicionador necesario para transferir el producto de una técnica dentro de las
condiciones adecuadas para realizar la siguiente técnica. Cada paso del proceso
podra causar alguna pérdida del producto.

Un analisis de varias estrategias de purificacion publicadas, indica que la
homogeneizacion es la tecnica inicial de purificacion empleada en la mayoria de

las estrategias, la secuencia preferida de uso en seguida de la precipitacion,
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seguida del intercambio ionice, después de la cromatografia de afinidad con un
paso final de filtracion en gel.

La estrategia antes mencionada es hasta cierto punto I6gica. Cada técnica
explota una diferente propiedad de la proteina. La precipitacion toma volumenes
iniciales muy grandes, de tal manera que se utiliza inicialmente para concentrar
la proteina, la cromatografia de intercambio ionice remueve varios contaminantes
antes de utilizar técnicas mas caras de afinidad, la filtracion en gel se utiliza como
un paso final siempre y cuando no sea un problema la baja capacidad del
sistema.

Adicionalmente se requieren varios pasos de didlisis para hacer apropiada
la composicion de la muestra para la siguiente etapa.

Primer paso: Preparacion

La primera accion durante la purificacion de una proteina es determinar
como detectar a la proteina de interés La necesidad de obtener una proteina,
eficientemente, econémicamente y con la suficiente pureza y cantidad, aplica a
todos los procedimientos de purificacion. Es muy importante fijar los objetivos de
la purificacidn (si se requiere pureza,actividad o cantidad del producto final para
evitar sobre o sub-uso de métodos), cantidad y mantenimiento de una actividad
biolégica y definir el marco de referencia econémico y de tiempo para el trabajo.
Toda la informacion concerniente a las propiedades de la proteina blanco y los
contaminantes sera de gran ayuda durante el desarrollo de la técnica de
purificacion a fin de simplificar las técnicas de sleccion y optimizaciéon. Algunos
experimentos simples para caracterizar la muestra y la molécula blanco seran
una excelente inversion. El desarrollo de ensayos analiticos rapidos y fiables es
esencial para seguir el progreso de la purificacién y evaluar su eficacia para la
deteccion rapida de la proteina /actividad, recuperacion y contaminantes criticos.
La preparacion de la muestra y los procedimientos de extraccion deberian
desarrollarse con anterioridad a los primeros pasos cromatégrafos de
purificacion. Debe prestarse especial atencion a a) Minimizar la manipulacién de
la muestra en cada etapa para evitar procedimientos extensos los cuales
aumentan el riesgo de disminuir la actividad o disminuyen la recuperacion de la
proteina. b) Minimizar el uso de aditivos (los aditivos pueden ser necesario que
sean removidos en un paso extra de la purificacion o podrian interferir con los

ensayos de actividad). c¢) Remover los contaminantes dafinos de forma
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temprana por ejemplo, proteasas. d) Usar una técnica diferente en cada paso
para tener ventaja de las caracteristicas de la muestra que pueden ser usadas
para la separacion (tamafio, carga, hidrofobicidad, especificidad de union)

e) Disminuir el nimero de pasos ya que cada paso extra disminuye el
rendimiento y aumenta el tiempo, por lo que es importante combinar los pasos
de forma légica.

Los requerimientos de la purificacion deben tener en consideracion la naturaleza
de la fuente, la intencién de uso del producto final y cualquier problema de
seguridad especial.

Definir objetivos

Meta: Fijar objetivos minimos para pureza, cantidad, mantenimiento de actividad
bioldgica y economia en términos de tiempo y dinero. Definir los requerimientos

de pureza de acuerdo con el uso final del producto.

Tabla 3. Ejemplos de requerimientos de pureza:

Extremadamente > 99% Usos terapéuticos, estudios in vivo
alta
Alta 95 —99% Cristalografia de rayos X y la mayoria

de los estudios fisicoquimicos de
caracterizacion

Moderada < 95% Produccién de Antigenos para
anticuerpos

Secuenciacion N-terminal

La declaracién de que una proteina es > 95% pura (por ejemplo la proteina
diana constituye mas del 95% de las proteinas totales) esta lejos de ser una
garantia de que la pureza es suficiente para una aplicacion prevista. Lo mismo
es valido para el dicho de que “la proteina era homogénea mediante la tincion de
Coomassie SDS-PAGE”. La pureza del 95% podria ser aceptable si el restante
5% estuviera formado por impurezas inofensivas. Sin embargo, aun las menores

impurezas podrian ser biolégicamente activas y podrian causar problemas tanto
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en aplicaciones de investigacion como terapéuticas. Por tanto, es importante
diferenciar entre contaminantes los cuales deben ser removidos completamente
de aquellos que pueden ser reducidos a niveles aceptables. Dado que los
diferentes tipos de material de partida contendran diferentes perfiles de
contaminantes, se presentaran diferentes problemas de contaminacion.

Aunque el numero de etapas de la purificacion debe ser minimizada, la
calidad del producto final no deberia comprometerse. Los resultados posteriores
podrian ser cuestionados si la pureza de la muestra es baja y los contaminantes
desconocidos.

La necesidad de mantener la actividad biologica deberia considerarse en
cada etapa durante el desarrollo de la purificacion. Es especialmente benéfico si
las proteasas son removidas y la proteina blanco es transferida a un ambiente
amigable durante el primer paso.

Puede ser necesario el uso de técnicas analiticas dirigidas a
contaminantes especificos con el fin de demostrar que se han eliminado a niveles
aceptables.

Definir las propiedades de la proteina blanco y las impurezas criticas.

Meta: Determinar una “ventana de estabilidad” para la proteina blanco para una
seleccion y optimizacién mas facil de las técnicas y evitar la inactivacion de las
proteinas durante la purificacion.

Compruebe la ventana de estabilidad de la proteina blanco al menos para el pH
y la fuerza idnica.

Toda la informacion relativa a la proteina blanco y las propiedades de los
contaminantes sera de ayuda para escoger las técnicas de separacion y las
condiciones experimentales para la purificacion. Las bases de datos para la
proteina blanco o proteinas relacionadas, pueden proporcionar informacion
sobre el tamafio, punto isoeléctrico (pl), hidrofobicidad o solubilidad.

Una electroforesis en gel de poliacrilamida nativa o bidimensional puede
indicar la complejidad de la muestra y las propiedades de la proteina blanco y
los contaminantes principales. Es particularmente importante conocer la ventana
de estabilidad de las proteinas de modo que se evite la inactivacion irreversible.
La tabla 4 muestra como las diferentes propiedades de las proteinas pueden
afectar una estrategia de purificacion.
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Tabla 4. Propiedades de las proteinas y sus efectos en el desarrollo de una
estrategia de purificacion

Propiedades de las Influencia en la estrategia de purificacion

proteina blanco

Estabilidad a la temperatura Necesidad de trabajar rapidamente a
temperaturas bajas

Estabilidad a pH Seleccibn de amortiguadores para la
extraccion y purificacion.
Seleccion de  condiciones para la
cromatografia: por intercambio iénico, por
afinidad o de fase inversa

Estabilidad a los solventes Seleccibon de las condiciones para

organicos cromatografia de fase inversa

Necesidad de detergentes Considerar los efectos en los pasos de la
cromatografia y la necesidad de remover el
detergente. Considerar las opciones de
detergente.

Sales (fuerza i6nica) Seleccion de las condiciones para las técnicas
de precipitacion, intercambio i6nico Yy

cromatografia por interaccion hidrofébica

Cofactores para estabilidad o Seleccién de aditivos pH, sales,
actividad amortiguadores
Sensibilidad a proteasas Necesidad de remover rapidamente las

proteasas o adicién de inhibidores
Sensibilidad a los iones Necesidad de afadir EDTA o EGTA a los

metalicos amortiguadores
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Sensibilidad Redox Necesidad de afiadir agentes reductores

Peso molecular Seleccion de medios para filtracion en gel
Propiedades de carga Seleccion de condiciones de intercambio iGnico
Afinidad bioespecifica Seleccion de ligandos por afinidad media
Modificaciones pos Seleccidn de medios de afinidad especifica a
traslacionales grupos

Hidrofobicidad Seleccion de medios para interacciones de

cromatografia hidrofobica

Desarrollar los ensayos analiticos

Meta: Para seguir el proceso de purificacion, para evaluar la eficacia
(rendimiento, actividad biologica, recuperacion) y para ayudar durante la
optimizacion.

Para progresar eficientemente durante el desarrollo de la metodologia, la
eficiencia de cada paso debe evaluarse. El laboratorio deberia tener acceso a
las siguientes técnicas:

Un estudio rapido y confiable de la proteina blanco

Determinacién de pureza

Determinacion de proteina total

Ensayos para las impurezas, las cuales deben ser removidas

La importancia de un ensayo confiable para la proteina blanco no debe
sobrestimarse.

Cuando se evaltuan fracciones cromatograficas debe asegurarse que los
amortiguadores empleados en la separaciéon no interfieren con el estudio. La
pureza de la proteina blanco con frecuencia se estima mediente SDS-PAGE,
electroforesis capilar, cromatografia de fase inversa o espectrometria de masas.
Los ensayos de Lowry o Bradford se emplean con frecuencia para determinar la
cantidad total de proteina.

Para purificaciones de proteinas de a gran escala, a menudo es necesario
probar varios métodos para la purificacion de proteinas blanco e impurezas

criticas. En la practica, cuando una proteina es purificada con fines de

68



investigacion, lleva mucho tiempo identificar los ensayos especificos para los
contaminantes dafiinos. Un enfoque practico es purificar la proteina hasta un
cierto nivel y entonces realizar un SDS-PAGE, después de un periodo de
almacenamiento para verificar la union a proteasas. El adecuado control de los
experimentos, incluyendo las pruebas de bioactividad, podria ayudar a indicar si
las impurezas estan interfiriendo con los resultados.

Segundo Paso: Extraccién de la muestray Clarificacion

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS

El primer paso para la purificacidbn y caracterizacion de una proteina es,
generalmente el lavado del tejido y la aplicacion de una técnica que rompa las
células del mismo. en el caso en que la proteina esté en el liquido bioldgico o en
un lisiado celular, el siguiente paso es separar el extracto protéico de los restos

celulares por una técnica fisica, la mas usada es la centrifugacion.

Captura

Remover impurezas de forma temprana

Definicion: la purificacion inicial de la molecula blanco de la fuente en crudo o
clarificado.

Metas: aislamiento rapido, estabilizacién y concentracion.

En la fase de captura, el objetivo es el aislamiento, concentracion y
estabilizacion del producto blanco de manera eficiente por la optimizacion de la
velocidad y capacidad. El producto es concentrado y transferido a un medio
ambiente en el cual se conserve su actividad. Con frecuencia se emplea una
forma de separacibn basado en una elucion en intercambio ionico o
cromatografia por afinidad. Idealmente, la meta es remover los contaminantes
criticos. Algunas veces es posible alcanzar un alto nivel de purificacion si se
emplea un medio de afinidad selectivo.

La capacidad de union de una proteina en presencia de impurezas sera
uno de los parametros mas importantes para optimizar y reducir la escala del
trabajo. Por ejemplo, cuando se emplea cromatografia de intercambio ionico en
una etapa de captura, la meta es adsrober la proteina blanco rapidamente de la
muestra cruda y aislarla de contaminantes criticicos como proteasas y
glicosidasas. Las condiciones se seleccionan para evitar la unién de modo que

la capacidad de la proteina blanco se maximice.
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1)

2)

La técnica mas comun para una etapa de captura es la cromatografia de
intercambio ionico (IEX) la cual tiene alta capacidad de unién. Los medios de IEX
son resistentes a las asperas condiciones de limpieza que pueden ser necesarias
después de la purificacion de muestras crudas. Tipicamente, las proteinas son
eludidas de una columna de IEX empleando un gradiente de sales. Sin embargo,
durante el desarrollo de la metodologia, una transferencia a una etapa de elusion
dara una separacion simple y robusta, en un periodo de tiempo corto y disminuira
el consumo de amortiguadores. Con frecuencia es posible emplear grandes
cargas de muestra dado que el foco no esta en la resolucion (altas cargas de
muestra pueden disminuir la resolucién). La velocidad y capacidad y el bajo
consumo de amortiguadores, con frecuencia son ventajas para una purificacion
a gran escala.

Concentracion de los extractos

El paso de concentracion es frecuentemente requerido después de que
se ha obtenido una solucién protéica clarificada, con e objetivo de ayudar a las
subsecuentes etapas de purificacion, obteniéndose un menor volumen, asi como
una elevada concentracion de proteinas.

El método de concentracion mas utilizado es la precipitacion; este método
se basa en la diferencia en solubilidades entre la proteina y una sal afiadida a la
solucion. La solubilidad de una proteina esta determinada por 3 factores:
Densidad de carga, la cual esta determinada por el nimero de residuos acidos y
basicos de los aminoacidos. Estos grupos cargados son proporcionados por las
cadenas laterales aspartil, glutamil, cisteil, tirosil, histidil, lisio y arginil, asi como
los grupos amino y carboxilicos de los extremos del polipéptido; debido a la
naturaleza hidrofilica de estos grupos ya que se orientan hacia el exterior de la
molécula en contacto con la fase acuosa. La densidad de carga de la proteina
se encuentra influenciada por las modificaciones en el pH. A bajos valores de
pH, todos los grupos ionizables de las proteinas se encuentran protonados y la
proteina tendra una carga neta positiva. De manera que se incrementa el pH, los
grupos carboxilo protonados son neutralizados, a cierto pH caracteristico para
cada proteina, esta tiene igual nUmero de cargas positivas y negativas, en este
punto la carga neta es cero (punto isoeléctrico). A medida que se incrementa el
pH, las proteinas tendran una carga neta negativa.

Grado de hidratacion
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3) Presencia de compuestos no protéicos. La presencia de grupos no
aminoacidicos tales como fosfatos y carbohidratos disminuyen el grado de
hidratacién de la proteina.

Minimizar la manipulacion de la muestra

Minimizar el uso de aditivos

Remover los contaminantes dafinos de forma temprana

Definicion: Aislamiento primario de la proteina blanco de la fuente.

Meta: Preparacion de una muestra clarificada para posterior purificacion.
Remover los contaminantes particulados que no son compatibles con la
cromatografia.

La necesidad de preparacién de la muestra antes del primer paso
cromatografico depende del tamafio de la muestra. En algunos casos, las
muestras pueden ser tomadas directamente después del primer paso de captura.
Por ejemplo, el sobrenadante de los cultivos celulares, puede ser adecuado para
ser usado directamente en una matriz como sefarosa de flujo rapido y puede
requerir solo de un ajuste menor del pH o de la fuerza ionica.

Si se requiere la extraccion de la muestra, la eleccion de la técnica deberia
ser robusta y adecuada para todas las escalas de la purificacién susceptibles de
ser utilizados. Cabe sefalar que una técnica como la precipitaciéon en sulfato de
amonio, empleada frecuentemente en escala pequefia, no es adecuada para
preparaciones a gran escala. La eleccion de los amortiguadores y aditivos
deberia tomarse en consideracion cuidadosa si la purificacion se escalara. En
estos casos, amortiguadores baratos, como un acetato o citrato, son preferibles
a los compuestos mas complejos usados en el laboratorio. Deberia tomarse en
cuenta que la dialisis y otros métodos comunes usados para el ajuste de las
condiciones de la muestra no son adecuados para procesos muy largos o
muestras muy pequenas.

El gel de filtracion Sefadex G-25 se usa en el laboratorio para la
produccion a escala de muestras y la clarificacion de proteinas > 5000. Los
volimenes de las muestras, mayores de 30%, o en algunos casos, se carga el
40% del volumen total de la columna. En un solo paso, la muestra es desalada,
intercambiada a un nuevo amortiguador y se remueven los materiales con bajo
peso molecular. La alta capacidad de volumen, la relativa insensibilidad a la

concentracion de la muestra y la velocidad de este paso, permiten volumenes de
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muestra muy grandes para ser procesados rapida y eficientemente. Empleando
un volumen de carga de muestra muy grande resulta en una separacion con una
minima dilucién de la muestra (aproximadamente 1:1,4).

La sefarosa G-25 también se emplea para el acondicionamiento, por
ejemplo el ajuste rapido del pH, intercambio de amortiguadores y desalado entre
los pasos de purificacion.

Tercer Paso: Purificacion intermedia

Definicion: eliminacion de contaminantes a granel.

Meta: Purificacion y concentracion.

En la fase de purificacién intermedia el foco es separar la proteina blanco de la
mayor cantidad de impurezas a granel, como otras proteinas, acidos nucleicos,
endotoxinas y virus. La habilidad de separar componentes similares es de vital
importancia. Los requerimientos para la resolucion dependeran tanto del estado
de la muestra producida en la etapa de captura como de los requerimientos de
la pureza del producto final.

La capacidad serd aun importante para mantener la productividad.

La velocidad es menos critica en la purificacion intermedia dado que las
impurezas causantes de protedlisis u otros efectos destructivos deberian haber
sido removidos, y el volumen de la muestra deberia haber disminuido, en la etapa
de captura.

El balance ideal entre capacidad y resolucion debera definirse para cada
aplicacion especifica. Esto entonces decide como las condiciones de separacion
deberian optimizarse durante el desarrollo de los protocolos.

Como en una etapa de captura, la selectividad durante la adsrocién de la muestra
sera importante, no solo para lograr una alta capacidad de unién, sino para
contribuir a la purificacion logrando una separacion posterior durante la
aplicacion de la muestra. Sin embargo, en contraste a la etapa de captura, la
selectividad durante la desorcion de la muestra de la columna es también
importante y usualmente se logra aplicando un principio de desorcion mas
selectivo, como una columna de gradiente continuo o un procedimiento de

elucion de varios pasos, como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. selectividad durante la desorcion de la muestra de la columna
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Cuarto Paso: Pulimiento

Definicion: Remocién final de trazas de contaminantes. Ajustar pH, sales o
aditivos para su almacenamiento.

Meta: Producto final de pureza de alto nivel requerido.

En la etapa de pulimiento el foco esta casi totalmente en la alta resolucion para
lograr la pureza final. La mayoria de los contaminantes e impurezas han sido
casi completamente removidos excepto por trazas de impurezas como particulas
filtrables, endotoxinas, acidos nucleicos o virus, substancias muy parecidas con
variantes estructurales microheterogeneas del producto, reagentes o agregados.
Para lograr la resolucion, podria ser necesario sacrificar carga de muestra o aun
de recuperacion (por recorte de picos).

La recuperacion del producto final es también una prioridad importante y
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una técnica debera seleccionarse si asegura la recuperacion mas alta posible.
La perdida del producto en esta etapa serd mas costosa que en etapas iniciales.
Idealmente el producto deberia ser recuperado en las condiciones del
amortiguador listo para el siguiente proceso.

La alta resolucion requerida para lograr esta discriminacion no siempre se
alcanza empleando solamente técnicas altamente selectivas, pero usualmente
se requiere de la seleccion de un medio altamente eficiente con tamafio de perlas
uniformes y pequefas.

Tipicamente, la separacion por cargas, hidrofobicidad o afinidad, ya han
sido usadas, por lo que la filtracion en gel de alta resolucion es ideal para el
pulimiento. El producto es purificado y transferido al amortiguador requerido en
un paso y los dimeros y agregados con frecuencia pueden separarse.

Para remover contaminantes de tamafio similar, se requerird una técnica
alternativa de alta resolucion empleando la elucién con gradientes de superficie.
La filtracion en gel es también la mas lenta de todas las técnicas cromatograficas
y el tamafio de la columna determina el volumen de la muestr que puede
emplearse. Es por tanto, mas légico emplear la filtracibn en gel después de
tecincas que reducicen el tamafio del volumen para poder emplear columnas

mas pequeinas (GE healthcare Bio-sciences 2007).
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Pureza

Pulimiento
Lograr el grado final de pureza

Purificacion intermedia
Ff’emogig’n de impurezas
Captura

aislamiento, conecentracion
y estabilizacion

Preparacion,
extraccion,
depuracion

Etapas

Seleccién y Combinacion de Técnicas de Purificacion

La seleccion o6ptima y la combinacién de las técnicas para captura,
purificacion intermedia y pulimiento es crucial para un proceso de purificaciéon
eficiente. Cada técnica ofrece un balance entre resolucién, capacidad, velocidad
y recuperacion y debera seleccionarse para obtener los objetivos de cada etapa
de purificacion.

Meta: La ruta mas rapida para obtener un producto de la pureza requerida.

En general, la optimizacion de cada uno de estos parametros podria
alcanzarse solo a expensas de los otros, y las etapas de la purificacion podrian
comprometerse. La importancia de cada parametro variara dependiendo de que
la etapa de purificacion en | que se este empleando para captura, purificacion
intermedia o pulimento. Esto dirigira la opotimizacion de los parametros criticos,
asi como la seleccion de medios de comunicacion mas apropiados para la etapa.

Las proteinas se purifican mediante técnicas cromatografias de
purificacion las cuales se separan de acuerdo con diferencias en propiedades

especificas, como se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Técnicas cromatograficas basados en las propiedad especificas de

las proteinas

Propiedad técnica

carga Intercambio i6nico (IEX)
Tamafo Filtracion en gel (GF)
Hidrofobicidad Interacciones hidrofobicas (HIC)

Fase reversa (RPC)
Bioreconocimiento Afinidad (AC)
Crga, especificidad del ligando o Adsorcion en cama ampliada
hidrofobicidad siguiendo los principios de AC, IEX,

HIC

Minimizar la manipulacion de la muestra
Minimizar el nUmero de pasos
Emplear diferentes técnicas para cada paso

Para cada separacion cromatografica, cada técnica diferente podra
ofrecer diferente rendimiento con respecto a la recuperacion, resolucion,
velocidad y capacidad. Una técnica puede ser optimizada para enfocarse en
alguno de estos parametros. Por ejemplo, resolucién, o lograr el mejor balance
entre dos parametros como velocidad y capacidad.

Una separacion optimizada para uno de estos parametros producira
resultados ligeramente diferentes en apariencia de aquellos obtenidos por la
misma técnica pero enfocados en un parametro alternativo.

Capacidad, se refiere a la cantidad de proteina blanco obtenida durante
la purificacion. En algunos casos, la cantidad de la muestra la cual debera ser
cargada, estara limitada por el volumen (como en la filtracibn en gel), o por
grandes cantidades de contaminantes mas que por la cantidad de la proteina
blanco.

La velocidad es de gran importancia al inicio del procedimiento de
purificacion donde los contaminantes como proteasas, deberan ser removidos lo

mas rapidamente posible.
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La los

recuperacion comienza a tener mayor importancia en
procedimientos de purificacion debido al valor aumentado de los productos de
purificacion. La recuperacion esta influenciada por los procesos destructivos en
la muestra y por las condiciones desfavorables en la columna.

La resolucion se consigue mediante la selectividad de la técnica y la
eficiencia de la matriz cromatogréfica para producir picos estrechos. En general,
la resolucion el mas dificil de lograr en los estadios finales de la purificacion
cuando las impurezas y la proteina blanco pueden tener propiedades muy
similares.

Una guia de la adecuacién de cada técnica de purificacion para cada etapa se

muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Adecuacion de las técnicas de purificacion para la estrategia e

purificacidon de tres etapas

Técnica | Caracteristi | Captura | Purificacién | Pulimi | Condiciones de | Condiciones de
cas Intermedia ento la muestra al |la muestra al
principales Inicio final

IEX Alta SRt +++ +++ Baja fuerza de | Alta fuerza de
resolucion unién iénica unién iénica o
Alta Sin limite en el | carga de pH
capacidad volumen de la | Concentrada
Alta muestra
velocidad

HIC Buena ++ +++ + Alta fuerza de | Baja fuerza de
resolucion union iénica sin | unién iénica
Buena limite en el | Concentrada
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capacidad volumen de la

de volumen de

Alta muestra
Velocidad

AC Alta +++ +++ ++ Condiciones de | Condiciones
resolucion union especificas de
empleando especificas eluido
Superdex Sin limitaciones | concentrado

la columna) vy

bajo rango de

la muestra
GF Alta + +++ Volumen de la | Intercambio de
resolucion muestra limitado | amortiguadores
empleando (<5% del | (si se requiere)
superdex volumen total de | Diluido

flujo
RPC Alta + +++ Requiere de | En solventes
resolucién solventes organicos,
organicos riesgo de
perdida de la
actividad
biol6gica
concentrado

Evitar pasos de acondicionamiento de la muestra

El producto deberia ser eluido desde la primer columna en condiciones

adecuadas para comenzar en la siguiente columna.

Las condiciones de inicio y fin de las técnicas se muestran en la tabla 4.
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Por ejemplo, si la muestra tiene una baja fuerza de union iénica, podria aplicarse
a una columna de intercambio i6nico. Después, de la elucion del IEX la muestra
estard en un amortiguador con una alta fuerza iénica y podréa transferirse a una
columna HIC (si fuera necesario, el pH debera ajustarse y afladirse mas sal). En
contraste, si la muestra es eluida de una columna HIC, es probable que tenga
altas concentraciones de sal y requerira una dilucién o pasar por una etapa de
intercambio a un amortiguador a fin de disminuir la fuerza de union ionica a un
nivel adecuado para IEX. Por lo tanto es mas sencillo pasar de IEX a HIC que
viceversa. La precipitacion en sulfato de amonio es una forma sencilla de
clarificacion y concentracion en el laboratorio para realizar HIC (el cual requiere
altas concentraciones de sal para mejorar la unién al medio) el cual es ideal como
paso de captura. Las concentraciones de sal y el volumen total de la muestra
podran ser reducidos significativamente después de la elucion de la columna
HIC. La dilucién de la muestra fraccionada o intercambio por amortiguador
empleando columnas de desalacion con sefarosa G-25 la preparara para el
siguiente paso de IEX o AC.

La seleccion de la estrategia final dependera siempre de las propiedades
especificas de la muestra y del nivel de purificacion requerida. Las

combinaciones légicas de las técnicas se muestran en la figura 4.

79



Fig. 4a Combinaciones logicas de las etapas cromatogrdficas.
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Fig. 4b Combinaciones ldgicas de las etapas cromatogrdficas.
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Para cada paso de captura, seleccionar las técnicas mostrando la unién
mas fuerte a la proteina blanco, y la unibn mas débil a la mayor cantidad de
contaminantes que sea posible, por ejemplo la técnica con la mayor selectividad
para la proteina de interés.

Una muestra es purificada empleando una combinacion de técnicas y
selectividades alternativas. Por ejemplo, en una estrategia de Purificacion de
Tres Etapas la etapa de captura selecciona entre diferencias en carga (IEX), la
etapa de purificacion intermedia de acuerdo a diferencias en hidrofobicidad (HIC)
y la etapa de pulimiento en diferencias en tamaifio (GF)

Si no se conoce nada sobre la proteina blanco, emplear IEX-HIC-GF.

IEX es una técnica que ofrece diferentes selectividades empleando
intercambio anionico y cationico. La separacion por pH podra ser modificada para

alterar las caracteristicas de intercambio de los componentes de la muestra. Es
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por tanto posible emplear IEX mas de una vez en una estrategia de purificacion,
para la captura, etapas intermedias o pulimiento.

Considerar RPC para un paso de pulimiento que provea que la proteina
blanco pueda resistir las condiciones de la corrida.

La cromatografia de fase inversa (RPC) separa las proteinas y los
peptidos en base a la hidrofobicidad. RPC es una técnica altamente selectiva
(alta resolucién), que requiere el uso de solventes orgénicos. La técnica es
ampliamente usada para realizar ensayos de pureza cuando la recuperacion de
la actividad o estructura terciaria no son esenciales. Debido a que muchas
proteinas son desnaturalizadas por solventes organicos, la técnica no es
generalmente recomendada para purificacion de proteinas cuando podrian
comprometerse la recuperacion de la actividad y el retorno a una estructura
terciaria. Sin embargo, en la fase de pulimiento, cuando la mayoria de las
impurezas han sido removidas, RPC puede ser excelente, particularmente para
proteinas blanco pequefias, las cuales con frecuencia no se desnaturalizan por
solventes organicos.

Si la purificacidén no se escalara (por ejemplo si solo se requieren miligramos de
un producto), emplear técnicas de alta acciéon, medios preempacados como
sefarosa de alto rendimiento (IEX, HIC), SOURCE (IEX, HIC), Monobeads (IEX)

0 Superdex (GF) para todos los pasos.

Preparacién de la muestra

A pesar de que debe evitarse la manipulacién adicional de la muestra
entre los diferentes pasos de la purificacion, podria ser necesario ajustar las
condiciones del amortiguador a un producto eluido (pH, fuerza ionica y/o iones
amortiguadores) para garantizar la compatibilidad con la siguiente etapa de la
purificacion.

La sefarosa G-25 es un medio ideal para una desalacion rapida y ajuste
del pH mediante intercambio de amortiguador entre las etapas de la purificacién.
Se cargan volumenes de muestra mayores al 30%, o en algunos casos 40%, del
volumen total de la columna. En un solo paso, la muestra es desalada,
intercambiada a un nuevo amortiguador y se remueven las impurezas con bajo
peso molecular. La figura 7 muestra una separacion por intercambio tipica. La

alta capacidad de volumen y la velocidad de esta etapa tolera que puedan
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procesarse grandes volumenes rapida y eficientemente. La carga de grandes
volumenes de muestra resulta en una separaciéon con minima dilucion de la
muestra. Sefarosa G-25 también se emplea para un aclaramiento de la muestra
rapido en una escala de laboratorio.

Emplear columnas pre-empacadas con sefarosa G-25 para un rapido
acondicionamiento de la muestra en el laboratorio, como se muestra en la tabla
7.

Tabla 7. Uso de columnas preempacadas de sefarosa para
acondicionamiento

Columna Volumen de Volumen de Lote No.
preempacada muestra muestra

cargada por recuperada por

corrida corrida
HiPrep Desalado 2.5-15ml 7.5-20 ml 17-5087-01
26/10
HiTrap Desalado  0.25-1.5 ml 1.0-2.0 mi 17-1408-01
Desalado rapido 0.05-0.2 ml 0.2-0.3 ml 17-0774-01
PC 3.2/10
Desalado PD-10  1.5-2.5ml 2.5-3.5ml 17-0851-01

La dilucion puede ser usada como una alternativa a la desalacion antes de la
aplicaciéon a una columna de intercambio ionico.
Métodos para la cuantificacién de proteinas

Resulta practicamente imposible aislar una proteina sin una técnica que
permita evaluar la cantidad de la misma, esta determinacion es necesaria para
conocer el grado de purificacion de cada paso. Existen varias técnicas
disponibles, sin embargo, la seleccibn de alguna de ellas depende de la
exactitud, la precision y la rapidez que se requiera. La cuantificacion de proteina

ayuda a calcular la actividad especifica de una proteina activa.
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Determinar la concentracidon de proteinas en una muestra biolégica es una
técnica de rutina basica cuando se aborda un esquema de purificacion de una
proteina concreta, cuando se requiere conocer la actividad especifica de una
preparacion enzimatica, para el diagnodstico de enfermedades, asi como para
muchos otros propositos.

Existen diferentes métodos para la cuantificacipon de proteinas. Muchos
de éstos métodos se basan en: a) la propiedad intrinseca de las proteinas para
absoerber luz en el UV, b) para la formacion de derivados quimicos, o c) la
capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes. En la Tabla i se
recogen los métodos mas usados, asi como sus respectivas sensibilidades.
Cada uno de éstos métodos tiene sus ventajas e inconvenientes, las principales
se recogen en la tabla Il.

Resulta practicamente imposible aislar una proteina sin una técnica que
permita evaluar la cantidad de la misma, esta determinacion es necesaria para
conocer el grado de purificacion de cada paso. Existen varias técnicas
disponibles, sin embargo, la seleccion de alguna de ellas depende de la
exactitud, la precisién y la rapidez que se requiera. La cuantificacién de proteina
ayuda a calcular la actividad especifica de una proteina activa (Bollang et al,
1996)

Conocer la mayor informacién relacionada con la fuente y naturaleza de la

proteina de interés y contaminantes en la preparacion biolégica

Cuando se prepara un extracto total de proteinas de fuentes alimenticias
crudas, debe tomarse en cuenta la variacion en la expresion de proteinas
alergénicas debida a la biovariabilidad. Algunos alérgenos importantes pueden
estar presentes en bajas ocncentraciones y pueden perderse de algunas
preparaciones de extractos, ademas la actividad enzimatica enddégena de
fuentes alimenticias crudas podria degradar algunos alérgenos durante la
extraccion disminuyendo el contenido de alérgenos importantes. (Salcedo &
Quirce 2011)
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Tabla 8. Principales métodos para la cuantificacion de proteinas y sus
rangos de sensibilidad

Método Rango de sensibilidad Coeficiente de extincién o célculo de la
(mQ) concentracién

Método de . -

Absorcion 100-3000 g280 = 1 mL/mg cm

Azso 3-100 205 = 31 mL/mg cm

Az0s 100-3000 Proteina (mg/mL) = 1.55A230— 0.76 Asgo)

A280-260 25-700 Proteina (mg/mL) = Azss — Azs0/2.51

A235.280 5-180 Aooa — Arze/0.6

Az24.236 2-45 Proteina (mg/mL) = 144 (Az1s — Azs)

A215225

Métodos

Derivados

Colorimétricos
Buret 1000 - 100000 gs45 = 0.06 mL/mg cm
Lowry 25 —100 a 500 nm Usar curva estandard

2—-30a660nm

1-2a750 nm
BCA 0.5-10 Usar curva estandar
Métodos 595 = 81 mL/mg cm
Derivados
Fluorométricos
O-ftalaldehido 1 —5 A excitacion @ 340 nm  Usar curva estandar

A emision 475 nm
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Tabla 9. Principales métodos para la cuantificacién de proteinas. Principales

ventajas e inconvenientes.

Método Ventajas Inconvenientes
Método de No se pierden las muestras Interfieren muchos compuestos
absorcion gue absroben en el UV

Métodos Derivados

Colorimétricos

Biuret Bastante especifico para
proteinas
Muestra pocas

interferencias

Es barato
Lowry Tiene bastante sensibilidad
Bradford Muy sensible
BCA Es el método mas sensible

Es el que muestra menos
interferencias

Métodos Derivados

Fluorométricos

O-fltalato Muy sensible

Tiene poca snesibilidad

No todas las proteinas reaccionan
igual

Muestra muchas interferencias
como detergentes no idnicos,
sulfato amonico, etc

Muestra interferencias con

detergentes

La interferencia de aminas
contaminantes en la muestra
No todas las muestras reaccionan

igual
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Método de Biuret
., . 2+
Se basa en la formacioén de un complejo coloreado entre el Cu y los grupos NH

de los enlaces peptidicos en medio basico. 1Cu2+ se acompleja con 4 NH. La
intensidad de coloracion es directamente proporcional a la cantidad de proteinas
(enlaces peptidicos) y la reaccion es bastante especifica, de manera que pocas
sustancias interfieren. La sensibilidad del método es muy baja y soOlo se
recomienda para la cuantificacion de proteinas en preparados muy concentrados
(por ejemplo en suero).

Método de Bradford

Se basa en la unién de un colorante, Comassie Blue G-250 (también Serva Blue)
a las proteinas. El colorante, en solucién acida, existe en dos formas una azul y
otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo
proteina-colorante con un coeficiente de extincion mayor que el colorante libre.
Este método es sensible (1-15 ug), simple, rapido, barato y pocas sustancias
interfieren en su determinacion. Entre las sustancias que interfieren estan los
detergentes y las soluciones basicas.

Método de BCA

El &cido bicinconinico, sal sddica, es un compuesto capaz de formar un complejo

. : 1+ . : .
parpura intenso con inones Cu en medio alcalino. Este reactivo forma la base

de un método analitico capaz de monitorizar el i6n cuproso producido en una

. ] 2+ . . , .

reaccion entre las proteinas con Cu en medio alcalino (reaccion de Biuret). La
estabilidad del reactivo y el cromoéforo proporciona un método para la
cuantificacion de proteinas que es sencillo, rapido, muy sensible, y que muestra

una gran tolerancia a compuestos que afectan a otros métodos.
OH
, 2+ 1+

Proteina+ Cu — Cu

1 . L, 1
Cu +BCA — _complejo purpura BCA- Cu ’
(Fernandez & Galvan 2004)
Electroforesis

No exite una medida para cuantificar directamente las impurezas de una

muestra de proteinas. La demostracion de la pureza de una proteina involucra el

aseguramiento de la cantidad y tipo particular de impureza; ademas la pureza se
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puede considerar como la ausencia de cantidades detestables de materiales
contaminantes.

Las técnicas electroféreticas son generalmente usadas para determinar el
grado de pureza mas que para purificar una proteina. No obstante, en cualquier
caso aproximadamente 100 miligramos de proteina pueden ser purificados en
un solo paso. En la mayoria de los casos se requiere de 1 miligramo o menos de
proteina. La separacion de proteinas por este método es dependiente de la
densidad de carga, distribucion de la carga, forma y tamafio.

La densidad de carga (carga por unidad de masa), puede ser modificada
por cambios de pH de la solucién, a medida que se eleva el pH se disminuye la
movilidad de la proteina donde la movilidad es cero. A valores de pH por debajo
de este punto la proteina migra como catién; por encima de este pH se mueve
como un anion. Es importante mencionar que el perfil de movilidad es diferente
para cada tipo de proteina.

Prinicipio de la electroforesis

Las proteinas en solucién a un pH diferente a su punto isoeléctrico,
poseen carga eléctrica como resultado de los residuos de aminoacidos acidos
(acidos glutdmico y &acido aspartico) y basicos (lisina y arginina) que la
constituyen, y puesto que las constantes de disociacion de estos grupos difieren
ampliamente, la carga eléctrica neta de una proteina dependera del pH al cual
se encuentren y este serd determinante para la movilidad elctroforética de la
molécula. Si una molécula con carga eléctrica neta ¢, es colocada en un campo
eléctrico, se ejerce una fuerza F sobre ella que dependera de la carga neta de la
propia molécula y de la resistencia del medio en el cual se coloca la molécula, lo

anterior puede ser expresado matematicamente como sigue:

en donde E es la diferencia de potencial entre los dos electrodos y d es la
distancia entre ellos. La relacion E/d frecuentemente se define como la

resistencia del medio. La intensidad del arrastre sobre la molécula depende del
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tamafo y forma de la molécula y de la viscosidad del medio a través del cual se

mueve, esto puede expresarse matematicamente por la ecuacion de Stokes:

F=6rnyv

en donde r es el radio de la molécula esférica, n es la viscosidad del medio y v
la velocidad a la cual se desplaza.
La fuerza de desplazamiento generada por el campo eléctrico tiene oposicion

por el arrastre y por lo tanto:

E.g=6mv
d

Arreglando la ecuacion anterior tenemos:

v =Eq

Por la férmula anterior se puede deducir que la velocidad (v) a la cual una
molécula se desplaza, es proporcional a la resistencia del medio y a la carga
eléctrica neta de la molécula, pero inversamente proporcional a su tamafioy a la
viscosidad de la solucion.

Isoelectroenfoque

Es un metodo bastante sensible para separar y determinar la pureza de una
proteina. La electrofo-resis se desarrolla en un gradiente de pH producido por
una solucién acuosa de un anfolito. La proteina migra en un campo eléctrico
hasta solucion acuosa de un anfolito. La proteina migra en un campo eléctrico
hasta llegar a un punto en la solucion donde el pH es igual al punto isoeléctrico

De esta manera puede determinarse el punto isoeléctrico de una proteina.

Electroforesis desnaturalizante
Esta técnica de electroforesis es llevada a cabo en una solucion que

contiene dodecilsulfato de sodio como detergente y B-mercaptoetanol para
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reducir los puentes disulfuro, y para asegurar una completa desnaturalizacion, la
muestra es hervida por unos cuantos minutos.

Comparada con la electroforesis nativa, la electroforesis desnaturalizante
presenta dos principales ventajas: en electroforesis nativa los agregados y
particulas insolubles causan con frecuencia malos resultados principalmente por
un bloqueo de los poros; cuando estos son completamente desnaturalizados,
estos agregados son solubilizados y convertidos en polipéptidos sencillos. Otra
ventaja es que la movilidad esta relacionada con el tamafio del polipéptido, de
tal manera que se obtiene una indicacion inmediata del peso molecular del

componente (Duarte-Vazquez 1999).

Método de dispersion de luz dindmica

La dispersion (o difusion) de la luz es el fenomeno mediante el cual la radiacion
electromagnética, al chocar con pequefas particulas de tipo coloidal o incluso
molecular, es desviada en su direccion de propagacion, de forma aparentemente
cadtica, en casa uno de los nucleos de dispersion, por tener un indice de
refraccion diferente del medio. La medida de la luz dispersada (o difusa), da lugar
a técnicas muy utiles en la determinacion de la concentracion de sustancias en
suspension, asi como en la caracterizacion de la forma y del tamafio de las
particulas coloidales y macromoleculares. Estas técnicas son de dos tipos:

turbidimetria y nefelometria (Valero 2012).

A diferencia de la dispersién de luz estatica, para determinar el tamano de
las particulas la dispersién de luz dinamica no tiene en cuenta la dependencia
del angulo, sino la variacion de la intensidad de dispersiéon en el tiempo. La
dispersion dinamica de luz (DDL o DLS, por sus siglas en inglés de "Dynamic
light Scattering"), espectroscopia de correlacion de fotones PCS (Photon
Correlation Spectroscopy) o dispersion QELS (Quasi Elastic Light scattering) es
una técnica fisico-quimica empleada para la determinacion de la distribucién de
tamarnos de particulas en suspensidén o macromoléculas en solucion tales como
proteinas o polimeros. La luz laser al alcanzar las numerosas particulas que hay

en una suspension, se dispersa en todas las direcciones posibles. Si se separa
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una direccion, los haces de luz dispersados por distintas particulas interfieren

entre si y se obtiene una intensidad de dispersion determinada.

Como consecuencia del movimiento browniano las posiciones relativas de las
particulas varian constantemente entre si, cosa que también provoca cambios
en las condiciones de interferencia y en la propia intensidad de dispersion. Si las
particulas se mueven rapidamente (particulas pequenas), también se acelera la
variacion de la intensidad de dispersion. Por el contrario, las particulas lentas
(grandes) llevan a variaciones mas lentas. Por norma general, en la dispersion
de luz dinamica la suspension de la muestra permanece en reposo. El término
"dinamica" no se refiere al movimiento de la muestra como un conjunto, sino a la

"vibracion" de las particulas que la componen.

En los ultimos afos, dispersidn de luz dinamica (DLS) se ha convertido en un
meétodo popular para abordar y comprender mejor el crecimiento de cristales, el
inicio de la agregacion o la nucleacion de macromoléculas. Debido a que es una
técnica sensible para evaluar las interacciones macromoleculares y para

detectar la formacion de agregados en solucion. (Cuadros-Moreno et al. 2014)

Tipo de fuente a emplear:

Se sugiere emplear una fuente natural si la proteina se mantendra estable
durante el proceso de purificacion y si es abundante en la fuente natural, en caso
contrario, se sugiere emplear una proteina recombinante obtenida de un sistema
de expresion heterélogo. Cualquier modificacion postraduccional de una proteina
que afecte su capacidad general de union a IgE debe mantenerse durante todo
el proceso de la purificaciébn. Si no se conocen modificaciones criticas, la
estabilidad es otro punto clave. Un numero de proteinas se sabe que estan
presentes en varias isoformas. Si el rango de isoformas contribuye a la actividad
alergénica completa, la purificacion de la mezcla de isoformas de fuentes
naturales podria ser apropiada en orden de replicar la composicion del alimento
lo méas cercano posible.

Si hay moléculas hipo o hiperalergénicas, la produccion de una sola

isoforma con una alta reactividad alergénica debera ser considerada.
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Si las proteinas estan expuestas a la actividad de proteasas durante los
procedimientos de extraccion y purificacion, como ocurre con las plantas
alimenticias, necesita abordarse la susceptibilidad a la protedlisis. Para
proteinas que se degradan facilmente durante la extraccion de fuentes naturales,
el método de eleccidn es la expresion en sistemas heterdlogos. La abundancia
es otro factor clave. Si los alérgenos se expresan en grandes cantidades deberan
optimizarse protocolos de purificacion adecuados, mientras que las
preparaciones de alérgenos expresados en escasas cantidades pueden
presentar dificultades. Para proteinas que pueden degradarse durante la
extraccion de fuentes naturales y son poco abundantes, la expresion en sistemas
heterdlogos es una alternativa importante y tal vez el método de eleccion.

En caso de modificaciones postraduccionales o abundancia de isoformas
gue contribuyan a la alergenicidad total del alimento, se preferira la purificacion
de fuentes naturales. Por ejemplo, si el procesamiento proteolitico tiene lugar en
fuentes naturales para generar una proteina madura con actividad alergénica
completa, como ocurre con las proteinas de almacenamiento, la purificacion de
alérgenos naturales sera mejor que los recombinantes. Si los puentes disulfuro
son importantes para establecer la estructura del epitope de IgE (Hoffmann-
Sommergruber et al. 2008)

El diagnéstico de alergia alimentaria es complejo. Muchos de los estudios
de prevalencia de alergia alimentaria a plantas alimenticias, se basan en auto-
reportes de sintomas, y pocos estudios han utilizado retos alimentarios o la
determinacion de niveles de IgE especifica.

Los pdlenes y alimentos involucrados con frecuencia no tienen relaciéon
botanica pero contienen proteinas homaologas conservadas a las que se conoce
como “pan-alergenos” por su amplia distribucion en el reino vegetal y estan
extensamente involucrados en la reactividad cruzada mediada por IgE entre
antigenos de especies vegetales no relacionados(Hoffmann-Sommergruber et
al. 2008)

La posibilidad de que proteinas de nuevos alimentos, medicamentos u
organismos genéticamente modificados pudieran tener reactividad cruzada con
alérgenos conocidos, debiera ser motivo de preocupacion tanto de las agencias

reguladoras como de los cientificos y los médicos (lvanciuc, Schein, et al. 2009)
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Debido a que la polinosis es la causa mas frecuente de alergia respiratoria
y que tiene variaciones geograficas, es facil comprender que las plantas
causantes de alergia digestiva estardn relacionadas con dichos pdlenes.
Ademas, los habitos alimenticios de las diferentes poblaciones influyen en ciertos
patrones de alergia a pélenes y plantas alimenticias, asi en los paises de Europa
del norte y Central, las reacciones alérgicas a plantas alimenticias se asocian a
alérgenos del polen del abedul; homologos de Bet v1 y profilinas, presentando
sintomatologia alérgica con la ingesta de frutas de la familia de las rosaceas
como cereza, durazno, chabacano, pera y manzana. En Europa del Sur (Espafia
e Italia), los polenes con més altas concentraciones son el olivo, chenopodium,
parietaria y las LTP son mas importantes. En los Estados Unidos, donde el polen
mas frecuente es la artemisia, se ha reportado asociacién con platano y meloén;
en Japon, la polinosis mas frecuente se debe al cedro japonés y presenta
reactividad cruzada con jitomate (Hauser et al. 2010; Bartra et al. 2009; Flores et
al. 2012; Maeda et al. 2010)

Cuando se preparan extractos de alimentos crudos, se presenta una
variacion en la expresion de alérgenos debido a la variabilidad biol6gica. Mas
aun, algunos alérgenos importantes pueden estar presentes en concentraciones
bajas 0 no encontrarse en ciertos extractos, contribuyendo a su baja sensibilidad
diagnostica (Vieths et al. 2002)

Ademas, la actividad enzimatica enddgena en los alimentos crudos puede
degradar los alérgenos durante los procesos de extraccion disminuyendo el
contenido de alérgenos importantes. Todos estos problemas pueden resolverse
mediante el uso de preparaciones alergénicas altamente purificadas, area de
interés reciente, que se ha denominado "diagnostico basado en componentes”,
el cual permite aumentar la sensibilidad diagndstica in vitro, detectar diferencias
geograficas en patrones de sensibilizacion o alérgenos individuales, realizar una
correlacion del cuadro clinico con patrones de sensibilizacion, identificar
alérgenos individuales como biomarcadores de reactividad cruzada
(Steckelbroeck et al. 2008; Vieths & Hoffmann-Sommergruber 2008)

En México no existen estudios sobre la prevalencia de la alergia
alimentaria y por lo tanto, de los alérgenos alimentarios mas frecuentes.
En diversos estudios se ha reportado que la profilina tiene gran relevancia como
alérgeno del polen de diferentes plantas, pero no existen estudios moleculares o
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inmunologico detallados que determine la importancia de la profilina de
Cupressus arizonica o Triticum como alergeno.

Es importante caracterizar a un alergeno a nivel molecular e inmunolégico
con la finalidad de proporcionar alternativas profilacticas que combatan y
diagnostiquen eficaz y tempranamente el agente causal de la alergia y con esto
contribuir al conocimiento y entendimiento de las bases moleculares de la

respuesta alérgica.

2.23 Objetivo General:

Purificacion y caracterizacién de la proflina del trigo y compararla con la
profilina del polen Cupressus arizonica en busca de homologia estructural como

mecanismo de reactividad cruzada entre el polen del cipres y trigo.

2.24 Objetivo Particular:

Purificacion de la profilina a partir de la harina de trigo.

Caracterizacion estructural de la profilina a partir de la harina de trigo.

3. METODOLOGIA

3.1 Mediciones y andlisis
Preparacion del extracto de trigo crudo

Se empleé harina de trigo entero comercial, la cual se mantuvo en
condiciones de almacenamiento hasta su utilizacion.

Se prepardé una solucion amortiguadora de carbonato de sodio a una
concentracion 25 mM ( en un litro de agua destilada se agregd 3.4 grs de
carbonato de sodio (Na2CO3) y se ajustd el pH a 9 dado el pl teérico de las
profilinas.

A un litro de buffer de carbonato de sodio se agrego 500 grs de trigo molido,
y se mezclaron en un plato de agitacion por espacio de una hora. Se dejo en
reposo hasta su total precipitacion. El sobrenadante se filtr6 con malla para
separar del sedimento de harina.

Se mezclo, en una proporcion 1:2, 250 ml de sobrenadante con 500 ml de
acetona congelada a cuatro grados centigrados, en un plato de agitacion por

espacio de dos horas, para precipitar las proteinas.
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Se colocé el sobrenadante en tubos ependorf (50 ml) y se centrifugo a cuatro
grados centrigrados a 11000 rpm por espacio de 10 minutos para formar una
pastilla que contenia el concentrado de proteinas. Se decantd. Se resuspendio
la pastilla con buffer de carbonato sédico (Na2CO3) mezclando en vortex y se
congelo a -4 grados centigrados para su posterior utilizacion.

La pastilla paso por varios filtros de separacion de tamafios en membranasde
nylon (2.5 mm, 1 mm y 0.45 mm) para evitar que se taparan las columnas de
separacion por tamafo e intercambio iénico.

Se realizé una primera separacion de proteinas mediante cromatografia por
columnas, por intercambio i6nico, empleando la resina dietilaminoetilcelulosa
(DEAE-celulosa) en la fase inmdvil. La elucion de la proteina de interés se llevd
a cabo mediante el aumento de la concentracién de sal en la columna que
compiten por la unién a la amina terciaria.

La proteina eluida, se sometié a cromatografia de permeacion en gel, con
agarosa (Sephadex G25) en la fase inmovil.

La concentracion de proteina en el extracto se determiné mediante la técnica
de Bradford. Los extractos que contenian SDS (dodecilsulfato de sodio) se
diluyeron con agua y con el extracto diluido se realiz6 determinacion de Bradford
empleando albumina sérica bovina como un estandar. La concentracion de

proteina en la fraccién fue de .75 pug/mL.
Identificacionde las proteinas de trigo

Los productos obtenidos de las diferentes etapas de la purificacion, asi como
el contenido protéico del extracto total de trigo se anailizaron mediante
SDSPAGE, 15% utilizando poliacrilamida 30% Acrylamide/Bis Solution, 37.5:5:1
#160158 BioRad.

Para la ruptura de puentes disulfuro y estructura secundaria se utilizd
amortiguador de muestra al 6% de b-mercaptoetanol y SDS en una camara Mini-
PROTEAN Tetra Electrophoresis System de la marca BioRad conectada a una
fuente de poder PowerPac Basic de la misma marca.

Los geles se tifieron con azul de Coomassie (G-250) blue silver.
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Tabla 8. Preparacion del Gel de separacidon de electroforesis SDS-PAGE al

15%

Componentes del gel de electroforesis al 15% volumen total 10mL
H20 2.3 mL

Poliacrilamida 5mL

1.5 M Tris (pH 8.8) 2.3 mL

10% SDS 0.1 mL

10% Persulfato de Amonio 0.1 mL

TEMED 0.04 mL

Tabla 9. Preparacion del Gel de empaquetamiento de electroforesis SDS-
PAGE al 5%

Componentes del gel de empaquetamiento de electroforesis al 5% volumen
total 5mL

H20 3.4 mL

Poliacrilamida 0.83 mL
1.5 M Tris (pH 6.8) 0.63 mL
10% SDS 0.05 mL
10% Persulfato de Amonio 0.05 mL
TEMED 0.05 mL

Tabla 10. Preparacion del buffer de corrida de proteinas (electrodo 2x)

28.8 ¢ Glicina
69 Tris (base)
29 SDS
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Ensayo de Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Se realizd un ensayo de dispersion de luz dinamica para identificar la
presencia de las proteinas con un peso molecular entre 12 y 19. Los ensayos se
realizaron a pH 7, con agua filtrada, la distribucion del tamafio de las particulas
tuvieron un promedio de 293.22 nm para la de trigo y 276.58 nm para la de polen
de extracto alergénico de cupressus arizonica (figura 6). Los resultados
mostrados en estas figuras son un ejemplo de la distribucion de particulas que
fueron observadas en el equipo de dispersion de luz marca Brookhaven modelo
BI200SM con una fuente de luz laser He-Ne de 35 mW modelo 9167EB-1 marca
Melles-Griot.

Por otra parte, se hicieron 5 repeticiones para cada tipo de muestra, las
cuales nos dan la aproximacion en tamafio de ambas muestras que muestran
similitud. Con este ensayo podemos confrimar que el tamafio de particula medida

en dispersion de luz dinamica es casi la misma.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de proteinas de trigo

La extraccion proteica de harina de trigo y su purificacion por
cromatografias se realizé mediante suspension 1:1 (p/v) en amortiguador de
carbonatos 25mM con PMSF como inhibidor de proteasas. El contenido proteico
del extracto clarificado y su precipitacién con acetona centrifugacion y filtrado, se
cuantific6 dando un rendimiento de 10 mg de proteinas totales por gramo de
harina procesada.

Al extracto purificado de trigo se tomé una alicuota de peso 0.0288 gr de
extracto purificado de trigo en PBS (buffer de fosfatos) para la cuantificacion en
Bradford. La concentraciéon que existe de proteina en el Bradford es de .75

pg/mL.

Se identifico del concentrado purificado dos proteinas similares con masa
molecular de entre 35 a 40 kDa aproximadamente (figura 1 carril 8) y se comparo6
con un control estandarizado de extracto alergénico del polen cupressus
arizonica de la marca IPI-ASAC® (figura 1 carril 3 y 4) tomando 20 pL + 80 pL
de PBS en cada pozo. El resultado fue que el Control tiene el mismo peso
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molecular que las muestras del extracto proteico de trigo carril 8 tomando 20 L
de una disolucion de 0.288g/mL para este pozo mientas que los carriles 5,6y 7
son diluciones de 50, 25y 12.5 % de la disolucion de 0.288g/mL. Los carriles 1
y 10 contienen un marcador de peso tomando 3uL en cada pozo de Spectra TM
Multicolor Low Range Protein Ladder de la marca ThermoFisher Scientific. Los

carriles 2 y 9 no contienen nada de muestra

Figura 5. SDS-PAGE. En el carril 1, se presentan los marcadores de masa molecular.
Carril 2 y 9 estan vacios. Carril 3y 4 control estandarizado. Carril 5-8 extracto de trigo

purificado.

Resultados del método de dispersion de luz dinamica

Los resultados nos dan la aproximacion en tamafio de ambas muestras
dando una similitud en ambas, con este ensayo podemos confirmar que el

tamafo de particula medida en dispersion de luz dinamica es casi la misma,
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como se aprecia en la figura 6, dando promedios de 293.22 nm para la de trigo
y 276.58 para la de exracto de polen de cupressus arizonica.

Tamafio promedio de particula (nm) de polen de ciprés 'y trigo
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Figura 6: Tamafio promedio de particula (mm) de polen de ciprés y trigo.

La diferencia entre el promedio de tamafio de las dos moleculas no es
significativo en donde se obtuvo una T de .78 lo cual nos dice que el tamafio en
estas es muy similar (Figura 7).
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DISCUSION

En el presente trabajo se realizé la identificacion de proteinas
contenidas en el trigo que podrian tener potencial alergénico y que
estructuralmente podrian compararse con proteinas alergénicas contenidas en
los extractos de polen de Cupressus arizonica.

El alergeno prinicipal del ciprés se describe como una proteina de 43
kDa con actividad de pectatoliasa, la cual pudo identifcarse por electroforesis
mientras que en el presente trabajo, en la purificacién de las proteinas del trigo
se obtuvieron moléculas de dos tamafios en electroforesis, una en el rango de
35 a 38 kDa que podria corresponder con el alergeno Tri a20, una gamagliadina,
y una subunidad peptidica de 40 kDa, contenida en las fracciones de gluteninas
de bajo peso molecular, identificada como Tri a 36 en la literatura.

A pesar de que podemos describir caracteristicas comunes de los
alérgenos, la biologia estructural no puede aportar elementos de discriminacién
confiables que permitan su identificacion. Al dia de hoy, se reconocen dos grupos
de alergenos principales en el trigo: el primero, esta representado por las
proteinas contenidas en la fraccibn albumina/globulina, en la que las
subunidades inhibitorias de tripsina / alfa amilasa, son las més importantes. El

segundo grupo de alergenos de trigo esta representado en la fraccion del gluten,
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constituido por proteinas monomeéricas. Hasta ahora, poco se conoce sobre el
potencial alergénico de las gluteninas, proteinas poliméricas formadas por
subunidades peptidicas de alto (HMW) y bajo (LMW) peso molecular unidas a
puentes disulfuro. Una subunidad de glutenina de 42-kDa se ha descrito como el
alergeno principal en los pacientes con sintomas gastrointestinales tras la
ingesta de trigo, el cual corresponde al alergeno Tri a36 descrito en la literatura.
Sin embargo, la actividad de unién a IgE debera probarse.

La utilizacion de herramientas bioinforméticas disponibles para clasificar las
proteinas en familias sobre la base de sus secuencias de aminoacidos
compartidos y la posibilidad de evaluar su estructura tridimensional se
encuentran disponibles en varias bases de datos de familias de proteinas,
incluyendo Pfam. Un enfoque bioinformatico estructural combinado, contribuiria
al proceso de evaluacion del riesgo alergénico, en particular para proteinas para
las que la sensibilizacion se produce con las proteinas plegadas nativas. Sin
embargo, cualquier tipo de andlisis in silico tiene que ser considerado junto con
otros factores. Tenemos que ampliar la imagen hacia factores que induzcan el
proceso de cambio (Th2 e IgE) con una variedad de temas relacionados con el
paciente (carga genética) y la funcién intrinseca del alérgeno sino también con
una variedad de factores ambientales, tanto antropogénicos como biogénicos,
gue ocurren con la exposicion al alérgeno, tales como la exposicién al polen, los
hébitos alimenticios, el efecto de la elaboracién de alimentos, y la matriz, y los
factores individuales, incluyendo antecedentes genéticos, que pueden
predisponer a los individuos vuelvan alérgicos (Jenkins et al. 2005; Traidl-
Hoffmann et al. 2009; Ivanciuc, Garcia, et al. 2009; Powe et al. 2013)

En afos recientes, una variedad de proteinas PR y sus homologos,
causantes de alergia en humanos, han sido aisladas y caracterizadas. Las
proteinas PR princilamente se han asociado con un alto grado de reactividad
cruzada por su homologia estructural. Evaluar la estructura y el papel de los
miembros de estas proteinas en la alergenicidad nos permitira entender la
reactividad cruzada y explicara las diferencias en la frecuencia de sensibilizacion

y severidad de alergenicidad en individuos sensibilizados (Sinha et al. 2014).
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La dispersion de luz dindmica es una técnica no invasiva y bien establecida
para medir el tamafio y distribucibn de tamafio de moléculas y particulas
tipicamente en la region submicrométrica. Las aplicaciones tipicas son la
caracterizacion de particulas o moléculas en suspension ya que, debido al
movimiento browniano, la luz laser se dispersa en diferentes intensidades. Con
el analisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad del
movimiento browniano, y por tanto del tamafio de la particula mediante la

relacion de Stokes-Einstein.
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