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Breve introduccion y objetivos generales

La alergia a la leche de vaca es la causa mds comuln de alergia alimentaria en
lactantes y nifios, probablemente porque la LV constituye uno de los primeros antigenos
alimentarios a los que resultan expuestos los nifios en la primera infancia. Si bien
generalmente esta situacion patoldgica resulta transitoria, ya que la mayoria de los nifios
afectados desarrollan tolerancia con el tiempo, los pacientes son sometidos a tratamientos
con dietas libres de LV y sus derivados. En pacientes con edades menores a los dos afnos se
emplean sustitutos lacteos, siendo los mas empleados los hidrolizados extensivos de
proteinas de leche. También suelen induirse férmulas alternativas como las formuladas a
base de proteinas de soja o sus derivados. Sin embargo, se ha reportado que un cierto
porcentaje de pacientes con alergia a leche de vaca muestran una intolerandia clinica a las
mismas. Descartando la existencia de proteinas de leche como contaminantes o
adulterantes, y considerando que los nifios afectados probablemente no han estado en
contacto con antigenos de soja, dado que no es un alimento comun en la dieta de un
lactante, la intoleranda clinica podria explicarse por la presencia de epitopes de reactividad
cruzada entre proteinas de leche bovina y de soja. Sobre la base de estas observaciones, en
el presente trabajo de tesis se plantedé dilucidar las bases moleculares de este fendmeno y
desarrollar herramientas y conocimientos que permitan en un futuro desarrollar terapias

altemativas.

Los objetivos generales planteados fueron los siguientes:

o Caracterizar la inmunorreactividad in vitro e in vivo de proteinas de soja empleando

distintas herramientas inmunoldgicas.

o ldentificar la presencia de epitopes inmunorreactivos presentes en proteinas de soja que

compartan homologia secuencial o estructural con caseinas bovinas.

o Validar un modelo murino de alergia alimentaria a proteinas de leche bovina para ser
empleado como herramienta biolégica para el estudio de la reactividad cruzada entre
soja y proteinas de leche de vaca, para analizar la alergenicidad de nuevas féormulas
hipoalergénicas y para el desarrollo de nuevas vacunas mucosales a ser empleadas en el

tratamiento de la alergia alimentaria.
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Algunos de los resultados que a continuacion se presentan han sido publicados o se

encuentran en etapa de evaluacion para su publicacion, como:

“Immunochemical characterization of Glycine max. L merr. var Raiden, as a
possible hypoallergenic substitute for cow's milk allergic patients.” Renata Curdarello,
Fabricio J. Lareu, Carlos A. Fossati, Guillermo H. Docena, Silvana Petruccelli. Clinical and

Experimental Allergy 2008; 38:1559-1565.1SSN:0954-7894.

“Cross reactivity between cow’s milk caseins and Gly m 5: identification of a
fragment containing the responsible epitopes.” Curdarello R, Gonzalez V, Barrios |,Bruno

Blanch L, Parisi G, Fossati CA, Petrucelli S and Docena G.2010.
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Introducciéon

1 ENFERMEDADES ALERGICAS. Generalidades

El sistema inmune es el responsable de detectar y ejercer proteccion frente a
diferentes microorganismos, de modo tal de permitir la subsistencia en condiciones que de
otra manera resultarian desfavorables para la vida del organismo. La primer “linea de
defensa” que nos protege esta constituida por elementos de la inmunidad innata, mientras
que el rol critico en la defensa del huésped frente a infecciones posteriores y el
mantenimiento del estado de homeostasis es ejercido por la inmunidad adaptativa. Ambas
ramas efectoras del sistemainmune son el resultado de un complejo y prolongado proceso
de co-evolucién que se ha producido en los microorganismos y organismos superiores
durante cientos de miles o millones de afios. Su version mdas compleja podemos observarla

actualmente enlos mamiferos.

En este contexto las enfermedades alérgicas son la manifestacidon dinica producto
de una falla en los mecanismos de activacién o regulacién de la respuesta inmune frente a
antigenos inocuos ampliamente distribuidos en el medio ambiente. Este tipo de respuestas
inapropiadas, se denominan reacciones de hipersensibilidad y desde que fueron dasificadas
por Gell y Coombs en la década del 60 (Gell PGH, Coombs RRA, 1963) se mantienen los
cuatro tipos de reacciones descriptos dinicamente: tipo |, II, Ill y IV. Originalmente fueron
descriptos cinco tipos de reacciones de hipersensibilidad, aunque el tipo V luego fue induido
en el tipo Il. Actualmente se conocen detalladamente los mecanismos moleculares y
celulares que las originan y podemos decir que las reacciones tipo |, Il y Il estdn mediadas
por anticuerpos, mientras que la tipo IV estd mediada por células. Sinembargo en todas ellas
el mecanismo efector responsable en Ultima instancia de la alteracidn tisular es la
inflamacidn, proceso en el que pueden estar involucradas distinto tipos de células. Una
reaccion alérgica puede estar mediada por cualquiera de los cuatro mecanismos, e indusive
es comun observar varios de ellos en forma simultdnea. En particular nos interesa
profundizar el andlisis de las reacciones de hipersensibilidad tipo | o inmediatas. Estas se
caracterizan por la produccén exacerbada de inmunoglobulinas IgE, proceso mediado por
los linfocitos T (LT) helper CD4" de fenotipo Th2 (LT Th2) y los linfocitos B (LB). Las
citoquinas producidas como consecuencia de la activacion de los LT Th2 reclutan mastoditos,
eosindfilos y basdfilos, los cuales unen la IgE, sintetizada y secretada por las células
plasmaticas, a través de sus receptores de membrana de alta afinidad y de baja afinidad.
Estas células “sensibilizadas” con los anticuerpos IgE, al contactar el alergeno en

exposiciones posteriores se activan y liberan al medio extracelular el contenido de sus
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granulos citoplasmaticos que inicdan un proceso inflamatorio intenso e inmediato.
Paralelamente se induce la sintesis de una serie de mediadores pro-inflamatorios cuya
fundoén serd sostener el proceso inflamatorio en el tiempo. Cuando estos eventos se
producen reiteradamente, el proceso inflamatorio puede llegar a alterar la histologia y la
fisiologia del tejido y del drgano, principalmente si intervienen células como eosindfilos o

neutréfilos. En este caso estamos ante una reaccion alérgica.

A su vez, en las reacciones alérgicas suelen observarse mecanismos tipo Il y IV,
aunque éstos son mas frecuentes en enfermedades autoinmunes, procesos infecciosos
crénicos, rechazo de injertos, etc. Sin embargo en reacciones alérgicas crénicas, distintas

células son las principales responsables de los mecanismos de daiio en el tejido.

Se denomina atopia a la tendendia personal o familiar a sintetizar anticuerpos IgE en
cantidades anormalmente elevadas y a desarrollar signos clinicos tales como asma,
rinoconjuntivitis, eczema/dermatitis en respuesta a la exposicion a alergenos (Johansson et
al. 2001). Por lo tanto, una hipersensibilidad inmediata o IgE-mediada puede generar un
conjunto heterogéneo de sindromes: rinitis alérgica, asma, alergias alimentarias, dermatitis
atépicas, eczema y, en los casos mas severos, anafilaxia. En conjunto estas enfermedades
constituyen las inmunopatologias que con mayor incidencia y prevalencia se presentan en el
mundo, principalmente en paises desarrollados o poblaciones con hdbitos de vida
occidental. Se puede observar en la bibliografia internacional estudios en los que se
encuentran valores de prevalencia de un 20-30 % de la poblacién general (Taussig et al.

2003).

Si bien aqui no vamos a ahondar en detalles con respecto a la fisiopatogenia de las
enfermedades alérgicas, cabe mendonar que se trata de patologias muy complejas, con una
heterogénea y variable presentacion clinica. Se ha descripto una base poligénica de
predisposicion (la gran mayoria de los genes polimérficos detectados estan relacionados con
la activacion de los LT) junto a una serie de factores ambientales disparadores (cuya accén
puede explicarse parcialmente a través de la “Hipdtesis de la higiene”). La interaccion entre
estos distintos factores determina que actualmente en un importante porcentaje de la
poblacién, la exposicidon a alergenos inocuos determina que se produzca una exacerbada
activacion de mecanismos inmunes Th2-dependientes, probablemente debido a fallas en la
activacion o regulacion de los mismos (Bousquet and P Burney 1993; Cochrane et al. 2009;

Perrigoue et al. 2009).
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1.1 Alergias Alimentarias

Las reacciones adversas producidas por la ingesta de alimentos datan de miles de
afos, como aquella descripta por Hipdcrates en el siglo | causada por la leche, o las primeras
reacciones anafilacticas producddas por huevo y pescado en los siglos XVI y XVII (H A
Sampson 1999). Se pueden identificar numerosas causas para reacciones de este tipo y
clasificarlas de distinta manera. En el afio 2001 han sido definidas las alergias alimentarias
como aquellas reacciones adversas a alimentos no téxicas, en la que el sistema inmune tiene
un rol central en su fisiopatogenia (C Bruijnzeel-Koomen et al. 1995; Johansson et al. 2001).
La instauracion de una alergia alimentaria por lo tanto requiere de un individuo susceptible,
el contacto repetitivo con el alergeno alimentario y, en general, es independiente de la dosis
ingerida. Por el contrario, todo otro tipo de reaccién adversa originada por alimentos
depende de propiedades inherentes al alimento (componentes tdxicos, naturales o
contaminantes) o de caracteristicas del individuo (desérdenes metabdlicos o fisioldgicos) que
no involucren al sistema inmune, y se denominan intolerancias alimentarias (Cianferoni and

Spergel 2009).

La prevalenda de las alergias alimentarias se ha incrementado en los ultimos 10-15
afos, principalmente en paises desarrollados (Branum and Lukacs 2009; Stefan Vieths et al.
2008). Inclusive se ha observado que hay marcadas variaciones geograficas, principalmente
relacionadas a los habitos alimentarios de cada regién (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson
2009a). Por ejemplo en Estados Unidos, ademas de leche bovina (LV) y huevo de gallina, que
son las principales alergias alimentarias a nivel mundial, es muy importante la alergia al
mani, y luego a soja, trigo, nueces, pescados y moluscos. En Europa son importantes las
alergias alimentarias a manzana, sésamo, mostaza, lupines, citricos, chocolates, avellanas,
frutillas, kiwi, tomate, entre otros (R Asero et al. 2009; Cochrane et al. 2009; Roux, Teuber,
and Sathe 2003; Wangorsch et al. 2007; Oberhuber et al. 2008; Cianferoni and Sperge| 2009).
Mas alla de ser importante la constituciéon genética del individuo y los habitos dietarios, es
relevante tener en cuenta que cualquier antigeno puede ser potendalmente alergénico,
mientras presente propiedadesinmunogénicas y antigénicas. Mas de 150 alimentos han sido
descriptos como alergénicos, sin embargo sélo 8 de ellos han sido descriptos como los
responsables de originar el 70-90 % de las alergias alimentarias y por lo tanto deben ser
indicados en la composicidon de un alimento. Estos son leche (y sus derivados), huevo (y
productos a base de huevos), pescados (y productos a base de pescados), crustaceos

(langosta, camardn, cangrejo), cereales que contienen gluten (trigo, cebada, centeno, avena)
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soja (y productos a base de soja), mani (y productos a base de mani)y frutas secas (nueces,
avellanas, castafas y almendras) (Shannon Wilson, Blaschek, and de Mejia 2005). Luego, la
Unién Europea a este listado le agregd otros alergenos que deben ser incluidos en el
etiquetado de un alimento (apio, mostaza, sésamo, lupino, moluscos), y aditivos como

anhidrido sulfuroso y sulfito.

Los datos de prevalencia para la alergia alimentaria también estan relacionados con
la edad de la poblacién: las alergias alimentarias afectan entre 6% y 8% de la poblacién
pediatrica, siendo la causa mas comun de anafilaxia, y entre un 1-4% de los adultos
(Osterballe et al. 2005; Osterballe et al. 2009). Por lo tanto las alergias alimentarias se
presentan principalmente en la poblacién pediatrica. Para ciertos alergenos, ésta puede ser
persistente (se manifiesta desde la nifiez y no se autolimita) o manifestarse en la edad
adulta. Parala mayoria de los alergenos la alergia alimentaria se resuelve antes de los 5 afios
de edad (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009b), aunque el proceso de atopia puede
manifestarse en otras mucosas con otros signos clinicos. Este proceso de aparicdn
secuencial de signos clinicos con la edad se denomina “marcha atdpica” (U M Saarinen and

Kajosaari 1995)

De acuerdo al mecanismo fisiopatogénico involucrado, las alergias alimentarias

pueden ser clasificadas como:

a) Dependientes de IgE: son aquellas mediadas por anticuerpos IgE, los signos
clinicos aparecen rapidamente (en minutos) luego de laexposicion al alergeno. Son las mejor
caracterizadas desde el punto de vista de los mecanismos moleculares y celulares
involucrados y constituyen mas del 60 % de las alergias alimentarias. Los signos dinicos mas
frecuentes con que se presentan son: diarrea, urticaria, eczema, asma, rinitis, distension
abdominal, el sindrome de alergia oral con manifestaciones peri-orales, esofagitis, anafilaxia,
etc.

b)  Mediadas por células: pueden estar involucrados los eosinéfilos, neutrofilos o
macrofagos. En general la presentacion clinica es tardia (horas o dias) luego de la exposicidn
a los alergenos y suelen manifestarse como enterocolitis, dermatitis de contacto,
proctocolitis, etc.

c) Mixtas o medadas por IgE y células: son muy comunes, se detectan
anticuerpos IgE especificos del alergeno, pero ademas participan células en la instauracién
del proceso inflamatorio y dafo tisular. Suelen presentarse como demmatitis atdpica,

esofagitis, gastroenteritis o enteritis eosinofilicas.
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Como puede observarse, las enfermedades alérgicas engloban un conjunto muy
variado de sindromes que suelen presentar se en forma muy heterogénea en la poblacién.
Hemos mendonado que resultan de la interaccion de factores genéticos y ambientales por lo
cual se trata de enfermedades multifactoriales. Entre los factores genéticos predisponentes
se han detectado alelos polimaérficos para genes que codifican distintos factores relacionados
con la activacion y regulacién de los LT (cluster de citoquinas Th2, CTLA-4, ICOS, CD28,
STAT6, GATA-3, etc) y es comun observar mayor frecuencia en nifios que poseen hermanos
alérgicos, en comparacidn con la poblacidn general. En cuanto a los factores ambientales, se
ha postulado que la menor exposicidon a bacterias intracelulares (“hipdtesis de la higiene”
planteada desde 1999 y actualmente en revisién), cambios en los habitos dietarios [mayor
consumo de dacidos grasos poliinsaturados w6 y menor consumo de w3, reduccién de
antioxidantes dietarios y exceso o deficiencia de vitamina D (Lack 2008)], cambios a nivel
climatico (aumento de periodos de polinizacidn, del contenido de alergeno en los granos de
poleny de la cantidad de polen en el aire por aumentos en los niveles de humedad, la mayor
exposicién al ozono que exacerba la respuesta a los alergenos) o la mayor exposicién a
alergenos por habitos de vida intra-domidiliarios, pueden incdidir en la instauracién de una
enfermedad alérgica. En las Ultimas décadas no sdlo la incidencia de la atopia o las
enfermedades alérgicas en general se haincrementado (Upton et al. 2000; William W Busse
2010), sino también la de las alergias alimentarias (Branum and Lukacs 2009). Dado que este
incremento no pudo haber sido causado por alteraciones en la base genética, los cambios en
los habitos de vida, factores dimaticos, etc, son los responsables de este fendémeno. Estos
cambios ademas han impactado en la forma de presentacién clinica de las alergias,
considerando los alergenos que las desencadenan y la gravedad de los sintomas con que se
manifiestan. Es comdn por ejemplo observar reacciones de anafilaxia frente a ciertos
alergenos que en otros tiempos producian reacciones mas leves (Afiibarro, Seoane, and
Mdugica 2007; Calder et al. 2006; Cochrane et al. 2009). Tampoco se puede dejar de
considerar que influyen los métodos de preparacién de los alimentos, la pureza de los
mismos, la edad de incorporacion de ciertos alimentos con la dieta, el incremento en el
empleo de antidcidos y la exposicion a cremas o medicamentos que contienen alergenos

alimentarios en su composicién (Lack 2008).

En cuanto a los mecanismos que desencadenan las reacciones alérgicas, se ha
dilucidado que deben producirse dos etapas: una primera etapa de sensibilizacion, que
consiste en la generacion de anticuerpos IgE especificos del alergeno dietario, y luego una

etapa efectora en la cual el contacto del alergeno con la IgE en la superficie de mastocitos,

Renata Carciargllo -8-



Introducciéon

baséfilos y eosindfilos desencadena la degranulacidon de los mismos, con la consiguiente

instauracion de un procesoinflamatorio. En la figural se esquematizan ambas etapas.

A) Sensibilizaciéon/ Produccién de IgE B) Siguientes exposiciones al alergeno
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Figura 1. A) Fase de sensibilizacion y produccion de IgE: el aergeno ingresa a través de las mucosas
(1) y es transportado por los vasos linfaticos a los ndédulos linfaticos (2) donde ocurre en reconocimiento por
parte de los linfocitos B con ayuda de los linfocitos Thelper (3), luego las células B proliferan a células
plasmaticas (4) capaces de sintetizar IgE especifica (5), la cua se une a receptores especificos FceRI en
mastocitos y basoéfilos (6).B) Fase efectora al contactar nuevamente el alergeno, este se une a IgE en la
superfcie de células sensibilizadas (8) y estimula la degranulacion y liberacion de mediadores de
inflamacion al torrente sanguineo con la consecuente aparicion de signos clinicos en diversos 6rganacs (10).
Figura adaptada de Copyright© The Mc-Graw Hill Companies, Inc.

La mayoria de las reacciones alérgicas agudas se presentan cuando los alergenos se
unen a los anticuerpos especificos IgE previamente unidos a sus receptores de alta afinidad,
denominados FceRI (Barrett K.E 1997), en mastocitos y basdfilos. También se expresan
receptores de IgE de baja afinidad, o FceRIl o CD23, en macréfagos, monoditos, linfocitos y
plaquetas aunque en estos casos la funcidn de los mismos es diferente y no estd relacionada
con los procesos pro-inflamatorios. Ademas, recientemente se han identificado receptores
FceRl de alta afinidad en la superfide de enteroditos, lo cual favoreceria la presentacién de
antigenos dietarios y la mediacddn de enfermedades inflamatorias en el epitelio intestinal

(Untersmayr et al. 2010) Cuando un antigeno especifico se une a la IgE unida al receptor
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FceRl en mastoditos y basdfilos, y determina el entrecruzamiento de los mismos, se induce la
liberacidén de mediadores pro-inflamatorios en forma rapida como histamina,
proteoglicanos, enzimas y ctoquinas. Ademas se induce la sintesis de un conjunto de
sustandas vaso activas (mediadores lipidicos, citoquinas, kimoquinas, factores de
crecimiento) que van a prolongar el efecto pro-inflamatorio, y causar distintos sintomas

(Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009a; Cianferoni and Spergel 2009) (figura 1).

La alergia alimentaria se manifiesta preferentemente en la nifiez, dado que existe un
periodo de inmadurez inmunolégica principalmente debida a una inmadurez histolégica de
la mucosa gastrointestinal, el establecimiento de la flora comensal intestinal y la incipiente
interaccion entre ésta y los elementos del sistema inmune que comienzan a poblar la
mucosa (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2006). Afecta entre 6-8% de los nifios de un
afio de edad, descendiendo con el tiempo hasta valores de 1-2% en los nifios entre 3y 5 anos
de edad, dependiendo del individuo y del alimento causante (Cantani and Micera 2004; Scott
H Sicherer and Hugh A Sampson 2009b). Para el caso particular de alergia a leche de vaca
(ALV) los datos de prevalencia oscilan entre un 2-5 % de la poblacion pediatrica (Rona et al.
2007; Branum and Lukacs 2009). La mayoria de los nifios con ALV no mediada por IgE
pierden tal sensibilidad al tercer afio de vida, pero entre 10% y 25% de los nifios con ALV
dependiente de IgE mantienen la reactividad en afios subsiguientes, ademas el 50% de ellos
desarrollan sensibilidad hacia otros alimentos (Ame Hgst et al. 2002; Kristiina M Saarinen et
al. 2005). De manera similar ocurre con los nifos alérgicos a huevo de gallina, con la
excepcén de aquellos con niveles de IgE especifica elevados, que no logran desarrollar
tolerancia especifica. Las alergias a mani y las frutas secas tienen un desarrollo mas
prolongado, suelen ser persistentes y observarse en adultos (Wood 2003). Las chances de
perder sensibilidad a maniy a alergenos de sésamo es de sélo el 20%, y aproximadamente el

10% para frutas secas (Palmer and Wesley Burks 2006; Roux, Teuber, and Sathe 2003).

Sin embargo, mas alld de la instauracidn de los procesos de tolerancia oral que
permiten restituir los mecanismos inmunorregulatorios con la edad, aun en individuos
alérgicos o atdpicos, en la mucosa gastrointestinal puede recuperarse la capacidad de inhibir
las reacciones de hipersensibilidad, pero en las otras mucosas la situacién no es la misma y
es probable que los alergenos continlen generando reacdones inflamatorias. Tal es asi que
la sensibilizacidon a LV o huevo en la primera infancia estd asociada con mayor riesgo de
sensibilizacién a alergenos ambientales y el desarrollo de asma (Cianferoni and Spergel

2009). Este proceso de aparicion de los distintos signos clinicos alérgicos a lo largo del
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tiempo es lo que hemos denominado anteriormente como marcha atépica. Es decir, una
temprana sensibilizaciéon del individuo a través del tracto gastrointestinal permite poner en
evidencia la condiciéon de alérgico, que se manifestara de distinta manera a lo largo de su
vida de no mediar un correcto manejo terapéutico. Por lo tanto, una sintomatologia
gastrointestinal inicial, que suele presentarse simultdneamente con manifestadones
dermatoldgicas, va a continuarse con el tiempo en una sensibilizacion por alergenos

inhalatorios y las consiguientes manifestacdones clinicas del tipo rinitis, asma, etc.

1.2. Sistema inmune de mucosas y tolerancia oral

Las mucosas son la principal via de entrada de la mayoria de los antigenos que el
sistema inmune debe enfrentar. La principal razén que permite explicar este fendmeno es
gue en estos sitios anatémicos se produce un intenso intercambio de nutrientes o gases.
Para maximizar la eficienda de estos procesos las mucosas tienen un darea efectiva que
supera holgadamente la superficie corporal. Si consideramos en un adulto que la superficie
cubierta por la piel es de aproximadamente 2 m?, la superficie de las mucosas es alrededor
de 200 veces mayor. Entre éstas, las mucosas del arbol respiratorio y la del tracto
gastrointestinal son las de mayor drea efectiva. Ademas, el intestino humano tiene una

longitud de 2-3 metros y la absorcién de nutrientes se da princdpalmente enel primer tramo.

Por otro lado, y aprovechando esta importante propiedad absortiva, la mucosa
intestinal representa una puerta de entrada al organismo para numerosos microorganismos
patogénicos. Sin embargo en el lumen del intestino grueso existe una importante flora
comensal, muy rica tanto en variedad como en cantidad de microorganismos procariéticos,
cuya funddén primordial es degradar componentes de los alimentos que permanecen
intactos luego del procesamiento en el intestino delgado, y de esta manera facilitar su
absorcion. Sorpresivamente estos microorganismos no ingresan a través de la mucosa y
permanecen en el lumen, donde encuentran todos los elementos necesarios para su
multiplicacén. Consecuentemente, la mucosa constituye la barrera que separa el medio
interno del organismo con el medio externo donde se encuentran numerosos
microorganismos, antigenos del medio ambiente y antigenos de la dieta. Dado que todos
estos componentes son antigénicos para el sistema inmune del organismo, es necesario que
en las mucosas exista un sistema inmune asociado que controle la composicion antigénica

del contenido del lumen por un lado, y el pasaje de antigenos a través de la barrera epitelial
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por otro. Por lo tanto, debido a tan importante desafio antigénico al que se encuentran
sometidas permanentemente las mucosas, es que existe una gran variedad y cantidad de
células del sistema inmune, muchas de las cuales presentan caracteristicas fenotipicas y
funcionales que las hace Unicas en el organismo. Es importante resaltar que en el intestino se

encuentra el 70-80% de los LBy LT del organismo.

En este escenario tan particular, el sistema inmune de la mucosa gastrointestinal es
el encargado de discernir entre inducir mecanismos de toleranda (frente a antigenos de la
dieta que son necesarios absorber, o de la flora comensal que son necesarios preservar en el
medio externo) o de activacidn inmunoldgica (frente a antigenos o microorganismos
patogénicos). La compleja interaccién molecular y celular que se establece en las mucosas
permite mantener un estado de homeostasis en el cual el sistema inmune es capaz de
discernir y “clasificar” a los distintos antigenos y decidir qué tipo de mecanismo efector
activar cuando sea necesario. En este proceso es fundamental la participacidon de las células
epiteliales y los distintos elementos de la inmunidad innata, para luego posibilitar la
induccién de lainmunidad adaptativa con la participacién de los diferentes sitios inductivos
de las mucosas, junto a los ganglios regionales (Mowat 2003). Por lo tanto las células del
sistema inmune que se encuentran en el epitelio de las mucosas estan ubicadas en el sitio
donde se produce la exposicion temprana a los distintos antigenos. Recientes evidendias
experimentales han demostrado que las células epiteliales interactian con otras células de la
inmunidad innata y adaptativa constituyendo un elemento esencial en el inicio de la

respuestainmune (Hongxing Li et al. 2007; Sokol et al. 2008).

Se denomina tolerancia oral al conjunto de mecanismos que median lainduccién de
tolerancia o falta de respuesta frente a antigenos que ingresan por la via oral, que si
ingresaran por otra via indudrian mecanismos de activacén efectores. Por lo tanto en un
individuo normal la tolerancia oral es la que posibilita no inducir mecanismos inmunes
efectores frente a antigenos de la dieta y de la flora comensal. En individuos alérgicos, y por
razones aun no completamente comprendidas, el balance tolerancia vs activacién no
fundona adecuadamente y existen evidencias experimentales que apoyan tanto la hipétesis
de una toleranda deficiente como de una activaciéon aberrante frente a antigenos de la dieta
o alergenos alimentarios. Lo que si estd claro es que los linfocitos Th2 especificos de los
alergenos son centrales en lainmunopatologia (Kirsten Beyer et al. 2002). Por lo tanto, en un
individuo con alergia alimentaria se producen fallas en el reconocimiento inmune de los

alergenos y en lugar de inducirse mecanismos de tolerancia, se activan mecanismos Th2-
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dependientes, responsables de la sintesis exacerbada de anticuerpos IgE especificos. En
conclusién, los mecanismos de tolerancia oral son los responsables de la no induccién de los

mecanismos de hipersensibilidad frente a antigenos dietarios en individuos no alérgicos.

Con respecto a lainmunidad innata, los alergenos no son reconocidos por sus células
dado que no son componentes procariéticos (no contienen ligandos de receptores de la
inmunidad innata), sino que son antigenos inocuos. Por lo tanto, la no activacion de la
inmunidad innata determina que la respuesta inmune esperable sea la induccién de
tolerancia. Sin embargo, se ha encontrado que en algunas reacciones alérgicas,
principalmente las dermatitis atdpicas, se produce una exacerbada secrecidon de una
kimoquina llamada TSLP por parte de células epiteliales mucosales, lo cual indicaria que la
inmunidad innata esta involucrada en la respuesta frente a alergenos. Se ha demostrado que
TSLP, citoquina que pertenece a la familia de las citoquinas hematopoyéticas, esta
involucrada en la cascada de eventos celulares y moleculares que originan una inflamacion
alérgica (Soumelis et al. 2002; Julie Wang and Hugh A Sampson 2007). Aunque se ha
demostrado que la sobre-expresidn de TSLP in vivo juega un papel importante tanto en el
inicio como en el mantenimiento del proceso inflamatorio en dermatitis atdpica y asma en
humanos y ratones (Taneda et al. 2001; Mark J Osborn et al. 2004; Soumelis et al. 2002; Sun
Ying et al. 2005) no existen actualmente evidendas experimentales que indiquen su
participacion en la inflamadén gastrointestinal en humanos (aunque esto puede estar
relacionado a problemas experimentales). Los enterocitos expresan TSLP, se sabe que es
importante en la defensa frente a helmintos, sin embargo no se ha establecddo su
importancia en procesos inflamatorios no relacionados con procesos infecciosos (Rimoldi et
al. 2005; Betsy C Taylor et al. 2009). Estudios recientes en pacientes asmaticos indican que
existe un polimorfismo en el gen de TSLP que podria estar relacionado con mayor o menor
susceptibilidad de ciertos individuos al asma atdpico y a la instauraciéon de mecanismos IgE-

dependientes (Hunninghake et al. 2008; He et al. 2008; C J Corrigan et al. 2009).

Por lo tanto una susceptibilidad genética relacionada con un fundonamiento
andémalo de la inmunidad innata o adaptativa puede ser la causa de un mal funcionamiento
del sistemainmune de mucosas. La pérdida de la homeostasis frente a antigenos inocuos de
la dieta y la generacién de LT especificos de los mismos pueden ser los responsables de la
induccidén de un proceso inflamatorio local, que puede afectar otras mucosas a través del
trafico de células entre las mismas. El mejor conocimiento de estos aspectos moleculares y

celulares de los complejos mecanismos que operan en las mucosas puede resultar atractivo
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para identificar nuevos blancos terapéuticos a los cuales dirigir novedosas estrategias de

inmuno-intervencion.

2. ALERGENOS ALIMENTARIOS

A pesar de que no se han descripto propiedades intrinsecas en una macromolécula
que le confieran caracteristicas de alergeno, a priori se podria afirmar que cualquier
sustanda inmunogénica puede comportarse como un alergeno en un individuo susceptible.
Sin embargo, sélo un nimero limitado de proteinas alimentarias han sido identificadas como
alergenos alimentarios, dentro del amplisimo espectro de antigenos alimentarios a los que
estamos expuestos. Se sabe que a lo largo de la vida ingerimos toneladas de antigenos
dietarios, no obstante la respuesta fisiolégica mds comunmente observada es la tolerandia,
para favorecer su absorcion. Pero una pequeiia proporcién de la poblacidn, los individuos
alérgicos, responde de una manera anémala y en ellos se han identificado unos pocos
alimentos como los responsables de inducir la mayoria de las alergias alimentarias: huevo,
leche de vaca, mani, frutas secas, pescados, mariscos, soja y trigo. Los alergenos presentes
en estos alimentos pertenecen a relativamente pocas familias de proteinas, y tienen ciertas
caracteristicas en comun que podrian asodarse a una mayor alergenicidad: son
inmunogénicas, hidrosolubles, relativamente resistentes a la degradacién fisioldgica (tracto
gastrointestinal), o indusive al procesamiento industrial, son estables al calor, a la accon de
acidos y proteasas, etc. Ademads, pueden haber factores adicionales que les confieren
propiedades alergénicas como la presencia de componentes inmunomodulatorios en el
alimento que contribuyan al proceso de sensibilizacién, tal como se ha observado para el
alergeno mayoritario de mani Ara h 1 que actla como adyuvante de la respuesta Th2.
También se estudid el grado de homologia e identidad secuencial entre alergenos
alimentarios de origen animal y sus homélogas humanas. Un grado de homologia mayor al
62% excluye la posibilidad de resultar alergénica (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson
2009a). Ademas, es muy importante en la instauracion de una reaccidon alérgica, la
exposicién a edades tempranas, por lo cual la dieta y la edad constituyen los principales
factores predisponentes de la alergia alimentaria. Esta es la razén por la cual las alergias

alimentarias se presentan principalmente desde el nacdmiento y durante |la primera infancia.

Por lo tanto, una mejor comprension de los mecanismos inmunopatogénicos e

inmunorregulatorios de la alergia alimentaria requiere profundizar los conocimientos de las
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caracteristicas moleculares de los alergenos alimentarios, y su interaccidon con los distintos

elementos del sistema inmune.

2.1 Alergenos de leche de vaca. Generalidades

Dado que la leche de vaca es el principal alimento al cual estamos expuestos, sus
proteinas constituyen el principal alergeno alimentario en el mundo (Rona et al. 2007).
Ademads en los ultimos anos se ha observado un incremento en la prevalencia de la alergia a
leche de vaca, por lo cual se ha transformado en un problema sanitario de consideraciéon

(Branum and Lukacs 2009).

La LV contiene aproximadamente 30 a 35 g de proteinas/L y pueden ser clasificadas
en dos grupos segun su solubilidad como se indica en la tabla 1: las caseinas, que

constituyen cerca del 80% de las PLV y las proteinas hidrosolubles del suero, el 20% restante.

Tabla 1. Proteinas de la leche de vaca.

Proteinas dela LV Peso Molecular (kDa) | Proporcion (%) en la LV

80%
asl-caseina 23,6-25,2 34
Caseinas as2-caseina 23,6-25,2 8
B-caseina 24 25
K-caseina 19 9

20%
a-lactalbumina 14,1 4
Suero B-lactoalbimina 18 9
Albumina Sérica Bovina 69 1

La fraccién de caseinas estd constituida por cuatro tipos de proteinas fosforiladas,
asl-, as2-, B- y k-, que forman agregados o miscelas en suspension y le dan el aspecto turbio
a la leche. Poseen caracteristicas comunes no presentes en otras proteinas de la leche, y en
cuanto a su estabilidad no son afectadas de manera importante por el calor, aunque son
susceptibles a la accion de las enzimas digestivas y el pH acido del estémago (J M Wal 2001; L
Vila et al. 2001a). Las caseinas constituyen los alergenos mas importantes de la LV. Si bien la
LV contiene mas de 25 proteinas diferentes, el alergeno principal es la asl-caseina, lo cual

podria deberse a que esta proteina no es sintetizada por la glandula mamaria humana. Las
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distintas caseinas poseen pocas caracteristicas estructurales o funcionales en comun.
Constituyen un conjunto heterogéneo de proteinas sintetizadas por la glandula mamariay se
ha observado que existe un polimorfismo genético que da como resultado diversas variantes
por mutaciones puntuales, deleciones de fragmentos de distintos tamafios o por
modificaciones pos-traduccionales (fosforiladones, glicosilaciones, etc). Todas estas

modificaciones pueden afectar la alergenicidad de las distintas caseinas (J M Wal 2001).

El suero contiene princdpalmente proteinas globulares: B-lactoglobulina, a-
lactalbumina, lactoferrina y albumina sérica bovina. La B-lactoglobulina posee dos puentes
disulfuro que la estabilizan y es importante resaltar su resistencia a la hidrdlisis acida y a las
proteasas por lo cual llega en su forma nativa a la mucosa intestinal, es absorbida como tal o
degradada por los enterocitos (Heimo Breiteneder and E N Clare Mills 2005). La a-
lactalbumina es una proteina monomérica que presenta cuatro puentes disulfuro. A pesar de
presentar un alta homologia de secuencia con la proteina humana (74% de residuos

idénticos y 6% de residuos similares) ha sidoidentificada como un alergenoen la LV.

Distintos estudios realizados en pacientes con ALV demostraron que pueden
sensibilizarse a uno o varios componentes proteicos de la leche dependiendo del paciente (E
Savilahti and Kuitunen 1992; Docena et al. 1996).Se ha descripto la presencia de epitopes By
T en las distintas proteinas de la leche bovina (P Chatchatee, K M Jarvinen, L Bardina, K
Bevyer, et al. 2001; P Chatchatee, K M Jarvinen, L Bardina, L Vila, et al. 2001; Renata R Cocco
et al. 2003; Cerecedo et al. 2008; Ruiter et al. 2006; Han et al. 2008). En particular en las
caseinas, se han descripto epitopes lineales y conformacionales distribuidos a lo largo de
toda la secuencia aminoacidica, pudiendo estar localizados en regiones hidrofdbicas a las
qgue los anticuerpos no acceden en la estructura nativa, a menos que se degraden, o en
regiones hidrofilicas, accesibles a las inmunoglobulinas. Se han descripto distintos tipos de
epitopes (lineales, conformacionales, epitopes IgG, epitopes IgE) e indusive se ha asodado
las caracteristicas de los epitopes con el fenotipo de la alergia a leche de vaca (Jean-Michel
Wal 2004) Estudios en pacientes de distintas edades permitieron inferir sobre la relacion
entre los epitopes de los distintos alergenos y la historia natural de alergia (Kirsi-Marjut
Jarvinen et al. 2002; K M Jarvinen et al. 2001; P Chatchatee, K M Jarvinen, L Bardina, L Vila, et
al. 2001).

Estos trabajos han constituido la base experimental para el reciente desarrollo de

herramientas biotecnoldgicas (proteinas y péptidos recombinantes, arrays de péptidos) para
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la detecddn y mapeo de epitopes inmunodominantes en proteinas bovinas (Schulmeister et

al. 2009; Naoki Matsumoto et al. 2009), y con fines diagndsticos (Cerecedo et al. 2008).

2.2 Alergia a las proteinas de leche de vaca

La leche de vaca es uno de los primeros alimentos introducidos en la dieta de un
recién nacido y la alergia a leche de vaca constituye la alergia alimentaria de mayor
prevalencia en el mundo, afectando aproximadamente un 2.5% de los nifios (Rona et al.
2007). Sin embargo, estudios epidemioldgicos redentes, en los que se induyen la supresion y
desafio controlado (prueba confirmatoria por excelencia), indican que un 1-10% de la
poblacién presenta reacciones de hipersensibilidad no téxicas frente a alimentos. Entre estas
reacciones se encuentran aquellas en las que el sistema inmune estainvolucrado, siendo una
de las principales causas de reacciones de anafilaxia durante la primera infancia (Rona et al.
2007). Este hecho junto a que en los Ultimos afios se ha observado un aumento en la
prevalencia de alergia a leche bovina (Branum and Lukacs 2009) determinan que se trate de
un serio problema sanitario en todo el mundo. Como se ha mendonado, las alergias
alimentarias induyen sindromes mediados por IgE y no mediados por IgE (C. T. Ferreira &
Seidman 2007; Scott H Sicherer & D. Y. M. Leung 2010; Scott H Sicherer & Hugh A Sampson
2009), considerandose las reacciones IgE-dependientes como las mas frecuentes, lo cual
puede deberse a que son mas fadles de evidenciar experimentalmente. Los avances
realizados enlos ultimos afios en el desarrollo de metodologias adecuadas para el estudio de
los mecanismos que operan en las mucosas, han posibilitado profundizar el conocimiento de
los procesos moleculares y celulares responsables de desencadenar signos clinicos alérgicos
locales y sistémicos (Schade et al. 2000; Kirsten Beyer et al. 2002; Scott H Sicherer et al.
2010).

En nuestro pais también se ha observado un notable incremento en la incidencia de
la alergia a leche bovina (90% de los padentes con alergia alimentaria son alérgicos a LV-Dr
Bozzola, datos auin no publicados, disponibles en una encuesta realizada a pacientes y padres
de nifios con alergias alimentarias). Aproximadamente el 50 % de los mismos son IgE-
mediados y pueden presentarse con distintos signos clinicos: urticaria, eczema, asma, rinitis,
esofagitis, anafilaxia, distensién abdominal, diarrea, sindrome de alergia oral con

manifestaciones peri-orales, etc (Benhamou et al. 2009; Kneepkens and Meijer 2009).

En general, la ALV es una condicién temporaria y se ha evidendado que a los 3 afios de

edad el 85% de los nifios afectados revierten su situadén (A Hgst and S Halken 1990), aunque
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estudios mas recientes indican que aproximadamente el 80% de los nifios con ALV IgE
dependiente contindan siendo alérgicos a los 4 aios de edad, el 60% a los 8 afos y el 20% aln
lo es a los 16 afios de edad (Skripak et al. 2007). Los mecanismos por los cuales los nifios
adquieren tolerancia a las PLV han sido motivo de estudio en estos ultimos afios. En este
contexto, se ha descripto la funcén de las células T regulatorias CD4'CD25" alergeno
especificas en la induccién de tolerancia a los alergenos de LV en nifios que revirtieron su ALV
(Karlsson, Rugtveit, and Brandtzaeg 2004), la asociacién entre la reduccidn de los niveles de IgE
especifica para LV y el desarrollo de tolerancia (S H Sicherer and H A Sampson 1999) y la
reduccién en el reconocimiento de epitopes secuenciales de asl-y B-caseinas por anticuerpos

IgE en nifios tolerantes (L Vila et al. 2001b), entre los hallazgos mas relevantes.

Para el diagnéstico de ALV es importante contar con una historia clinica que
contemple antecedentes personales y familiares relacionados con enfermedades alérgicas y
alergia alimentaria en particular (exposicion a alergenos de la dieta o del medio ambiente,
tiempo que transcurre desde la incorporacidon de alergenos por via oral y aparicién de los
sintomas, frecuencia de aparicion de signos dinicos, reproducibilidad de los signos clinicos
frente ala exposicién al mismo alergeno o alimento sospechoso en reiteradas ocasiones, etc),
junto a un examen clinico y fisico que incluye peso vy talla. Se deben descartar la posibilidad de
parasitosis, enfermedad celiaca y otras intolerancias alimentarias. Para el diagndstico
diferencial de una alergia alimentaria a LV u otro alergeno alimentario es importante tratar de
establecer la correlacién entre la sintomatologia observada, la participacion del sistema

inmuney la identificacion del alergeno nocivo.

La confeccidn de la historia clinica puede ser conduyente en el diagndstico de una
alergia alimentaria a LV (30-60 % de los casos), aunque en general son necesarias pruebas
complementarias. No existe un Unico test (in vivo o in vitro) que por si sélo pueda ser de
valor diagndstico para una alergia alimentaria. Esta aceptado que el desafio oral doble ciego
con placebo (DBPFCFC) es la prueba diagndstica confirmatoria por excelencia, pero en
realidad no discrimina entre una reaccdn alérgica mediada por el sistema inmune y una
intolerancia no mediada por el sistema inmune. Por lo tanto para el diagndstico diferendal
es necesario el empleo de otro tipo de pruebas complementarias:
= Métodos seroldgicos para la deteccidn y cuantificaddn de IgE total e IgE especificas

séricas.
= Prueba cutanea principalmente por Prick test con extractos alergénicos comerciales,

naturales (Prick-to-Prick en casos que los alergenos de los alimentos se degraden
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facilmente) o con proteinas recombinantes, ademds de los controles negativo (SF) y
positivo (histamina).

= Dieta de eliminacion por supresidon diataria del alimento sospechoso de la dieta y
registro domiciliario de la desaparicidn de los signos clinicos compatibles con una alergia

alimentaria.

Con los tres tipos de pruebas anteriores se puede llegar al diagnéstico en el 90 % de
los casos y de esta manera evitar realizar la supresion y desafio oral bajo la supervision de un
médico alergista (DBPCFC) (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009a). De lo contrario se

debe realizar la prueba diagndstica confirmatoria porexcelendia:

= Supresidn dietaria y desafio oral: en aquellos casos que no existen antecedentes de
anafilaxia se realiza esta prueba de provocacion doble ciego y con placebo. Brevemente,
consiste en eliminar de la dieta el alimento sospechoso durante 1 semana, se registra la
desapariciéon o no de los signos clinicos, y luego el paciente es intemado para administrarle
por via oral el alergeno en cantidades crecientes durante dos horas. Se puede emplear como
placebo el vehiculo del alergeno, un alimento no alergénico (almidon de maiz), puré de
frutas o verduras dependiendo de |la edad del paciente, etc. Luego de la administracidn del
alergeno/placebo se registra la apariciéon de signos clinicos compatibles con una alergia
alimentaria durante las siguientes tres horas, y finalmente el paciente se retira y se continda

con un registro domidiliario durante las siguientes 48 horas.

Actualmente existen nuevas metodologias aplicadas al diagndstico de alergias
alimentarias, algunas de las cuales se estan aplicando a nivel asistendal, mientras que otras
se encuentran en fase de optimizacidon y validaciéon. Dado que no es el objetivo de este
trabajo describir detalladamente las técnicas diagndsticas solo serdn mend onadas: prueba
de degranulacion de basdfilos, microarrays con péptidos, ensayos de proliferacion de LT Ag-

especificos (Cerecedo et al. 2008; Naoki Matsumoto et al. 2009), etc.

Para el tratamiento de las alergias alimentarias, actualmente lo mas efectivo es la
eliminacién estricta del alergeno ofensivo de la dieta durante un tiempo minimo de 6 meses
y hasta al menos los 2 afios de edad, o hasta que el sistema inmune del tracto
gastrointestinal alcance la madurez necesaria para lograr instaurar los mecanismos de
tolerancia oral. En el caso de los nifios alérgicos, este proceso de maduracién suele
retrasarse con respecto a un nifio no alérgico, por lo cual se deben realizar desafios

antigénicos en el tiempo, con los riesgos que los mismos implican. En el caso de la ALV este
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periodo de restriccion dietaria constituye una tarea compleja para el padente, para los
padresy para el médico alergista, ya que no existe un procedimiento aprobado; ademas los
sustitutos lacteos existentes en el mercado no son muy variados y han probado tener una
eficacia relativa, todo lo cual redunda en un impacto importante en la calidad de vida del
paciente. Si el pacinte tiene menos de 2 afios de edad se ebe reemplazar la LV por un
sustituto que asegure un correcto crecdmiento pondo-estatural. Esto suele no ser sendillo y
existen distintos abordajes para la prevencion o tratamiento. La prevencidn puede iniciarse
con una dieta libre de leche en la madre embarazada (contradictorio segin algunos
trabajos), en casos severos inclusive deben restringirse otros alergenos alimentarios (huevo,
soja) durante el periodo de lactanda, y continuar con la lactancia mas alld de los 6 meses de
edad. Para el tratamiento de niflos con sospecha o diagndstico de alergia a leche de vaca se
reemplaza la leche por un sustituto (hidrolizados extensivos, leches de otras especies
animales, formulas de aminoacidos o a base de proteinas de soja o arroz) o se pueden
emplear probidticos y prebiéticos, aunque con resultados muy dispares en todos los casos.
La induccidn terapéutica de tolerancia parece ser un procedimiento promisorio aunque
estamos todavia muy lejos de su optimizacidn. El empleo de anticuerpos monoclonales a-IgE,
gue han resultado efectivos en otras reacciones alérgicas (Chang et al. 2007), requiere
profundizar su evaluacién para concluir sobre su efectividad en las alergias alimentarias. Sélo

han sido evaluados en alergia al mani (Riffelmann 2008).

Los sustitutos con los que se han logrado los mejores resultados son hidrolizados
extensivos de caseinas bovinas o de proteinas del suero de LV, (Benhamou et al. 2009;
Kneepkens and Meijer 2009), y las formulas a base de aminoaddos individuales. Férmulas a
base de proteinas de soja son empleadas en el tratamiento de la alergia a leche de vaca. Sin
embargo actualmente se ha desestimado su uso en la prevencion en nifios con alto riesgo de
alergia por la diversidad de efectos adversos que pueden ocasionar (D A Osborn and Sinn
2004; D A Osborn and Sinn 2006). Se ha observado que entre el 15-40% de los pacientes
alérgicos a leche de vaca desarrollan una intolerancia a este sustituto sin haber estado
previamente sensibilizados a la soja (Zeiger et al. 1999; Zoppi and Guandalini 1999; Klemola

et al. 2002; Klemola et al. 2005).
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3 ALERGENOS VEGETALES. Generalidades

Los alergenos vegetales han sido motivo de un profundo estudio en los Ultimos afios
a partir de los hallazgos clinicos de las alergias cruzadas entre vegetales filogenéticamente
alejados (frutas y legumbres, pdlenes y frutas, etc). La sospecha de la existencia de
componentes proteicos con estructura, y por lo tanto funciones, conservadas permite inferir
gue se tratan de componentes indispensables para la fisiologia del vegetal. Por consiguiente,
y a pesar de los cambios menores sufridos a lo largo del proceso evolutivo, las regiones que
determinan una funcién bioldgica se conservan en los distintos vegetales de los cuales
forman parte. Esta hipdtesis permitiria sugerir que no son las caracteristicas estructurales las
gue determinan el comportamiento alergénico de una determinada proteina, sino el impacto
de estos cambios menores en su estructura (Radauer and Heimo Breiteneder 2007; Heimo

Breiteneder and Clare Mills 2005).

La identificacion, aislamiento, caracterizacion bioquimica e inmunoldgica, y clonado
de los alergenos de origen vegetal, entre ellos alimentos, pdlenes, latex, etc ha permitido
realizar importantes avances en diversas dreas de la espedalidad: diagndstico,
inmunoterapia, estudios estructurales, mapeo de epitopes, produccidn de proteinas
hipoalergénicas, etc. La informacion obtenida ha permitido agruparlos en familias (proteinas
con un 30% o mas de identidad de residuos aminoacidicos) y superfamilias (familias cuyos
miembros tienen escasa identidad secuencial, pero sus caracteristicas estructurales vy
fundonales sugieren un origen evolutivo comuin) de proteinas(Heimo Breiteneder and
Radauer 2004). Por otro lado, es importante mencionar que los alergenos de esta manera
agrupados, muestran una amplia distribucién en el reino vegetal, hecho que no es menor al
momento de analizar los mecanismos de hipersensibilidad que pueden inducir. Esta nueva
clasificadén de los alergenos vegetales (tabla 2) en funcdén de aspectos evolutivos
seguramente reemplazard en un futuro a la clasificacion usual de los alergenos en base a la
via de ingreso al organismo (alimentarios, inhalatorios, inyectables, etc), y tendra un impacto
directo en la caracterizaddén de nuevos alergenos, en la comprensiéon de reactividades

cruzadas clinicas, en el diagndstico, en el prondstico y en el tratamiento de la patologia.
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Tabla 2. Clasificacion de alergenos vegetales en superfamilias y familias

Superfamilia Ejemplos de alergenos
. Vicilinas Ara h1 (mani), Jug r2 (nuez)
Cupinas
Leguminas Ara h3 y Ara h4 (mani), Cor a 9 (avellana)
2S Albdminas Ses i2 (sésamo), Sin a 1 (mostaza)
nsLTPs Pru p3 (durazno), Cor a8 (avellana)
Prolaminas Inhibidores de a-amilasa . . L
Inhibidor de a-amilasa deimérico de arroz
/proteasas de cereales
Prolaminas de cereal Tria19 (trigo), Sec ¢ 20 (centeno)
Profilinas Profilinas Gly m3 (soja), Api g4 (apio), Pyr c4 (pera)
PRs (Pathogenesis Related Glucanasa de banana, Pru av2 (cereza),
i proteins) Mal d 1 (manzana)
Proteinas de . .
Proteasas Act c1 (Kiwi), Gly mBd 30K (soja)
stress o de
defensa Inhibidores tipo Kunitz (Inhib de tripsina
Inhibidores de Proteasas de soja). Inhibidores de a-amilasa
/proteasas de cereales

El 60 % de los alergenos vegetales pertenecen a cuatro superfamilias: prolaminas,
cupinas, profilinas y proteinas de stress o de defensa (Radauer and Heimo Breiteneder
2007) y casi la totalidad de los alergenos vegetales alimentarios son proteinas de reserva o
relacionadas con el sistema de defensa de las plantas (Heimo Breiteneder and Radauer

2004).

3.1 Alergenos alimentarios pertenecientes a la superfamilia de las cupinas

Las cupinas constituyen una superfamilia funcionalmente diversa y ampliamente
distribuida en la naturaleza, inclusive se las encuentra en bacterias y en el reino animal.
Dentro de esta superfamilia podemos encontrar dos grandes familias: las vidlinas, que
incluyen por ejemplo a los alergenos de mani Ara h 1 o Jug r 2 de la nuez; y las leguminas,
donde encontramos otros alergenos de mani Ara h 3y Ara h 4y Cor a 9 de avellanas

(Scurlock and A Wesley Burks 2004; Roux, Teuber, and Sathe 2003).

El nombre cupina deriva de la estructura de barril formado por cadenas con
plegamiento secundario “beta”, y de acuerdo a la cantidad de dominios conservados,

pueden haber cupinas, bicupinas o multimeros de cupinas, cada una de ellas con diferentes
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fundiones. Los modelos estructurales de una cupinay una bicupina se presentan en la figura
2, donde se pueden observar en diferente color las regiones mayoritarias de hojas B
plegadas y aquellas minoritarias de a hélice. Entre las bicupinas se encuentran las globulinas
de almacenamiento en semillas, importantes en la dieta humana y entre las que se

encuentran los alergenos de soja y mani.
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Figura 2. Estructura de proteinas de la superfamilia de las cupinas. A) Monémero de germen de cebada
de un dominio de cupina (1FIZ), B) subunidad de B-conglicinina de soja, una bicupina (1IPK). En celeste se
marcan las hojas  y en naranja las a hélices., en azul los puentes disulfuro y el circulo vilota representa unién
Manganeso. Figura adaptada de “A classification of plant food allergens’, The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, Breiteneder & Radauer, 2004.

De acuerdo al coeficiente de sedimentacidn, las globulinas de las cupinas se dividen
en dos grupos: 7S o vicilinas y 11S o leguminas. Ambas globulinas presentan una baja
homologia secuendal (35-45 %), sin embargo muestran una alta homologia estructural y se
supone que han evolucionado a partir de dominios cupinas ancestrales presentes en
procariotes (Radauer and Heimo Breiteneder 2007). Algunas de sus caracteristicas mas

relevantes se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Globulinas de almacenamiento en semillas.

Familia Vicilinas Leguminas
Clasificacién segun
coeficiente de 7S 11S
sedimentacién

Las SUBUNIDADES tienen
estructura de BICUPINAS y en la
semilla adoptan una estructura

HEXAMERICA.

. Cada subunidad ha sido
clivada proteoliticamente para
generar polipéptidos ACIDOS y

BASICOS que permanecen
unidos en la subunidad madura

a través de uniones disulfuro.

Las SUBUNIDADES tienen
estructura de BICUPINAS y en la
semilla adoptan una estructura

TRIMERICA.
No poseen puentes disulfuro

Caracteristicas
estructurales

Las vicilinas o globulinas 7S maduras son proteinas triméricas, como la que se puede
observar en el modelo de la figura 3A, de 150 a 190 kDa, constituidas por mondémeros entre

40 y 80 kDa. Una caracteristica importante es que poseen una sola cisteina y por ende no
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poseen puentes disulfuro en la estructura de una subunidad. Por cristalografia se ha obtenido
la estructura tridimensional de algunas proteinas de esta familia (N Maruyama et al. 2001;

Yukie Maruyama et al. 2004; Takako Fukuda et al. 2008).

Las leguminas o globulinas 11S, en cambio, son proteinas hexaméricas (Figura 3C).
En un prindipio, los mondmeros se ensamblan y transportan como trimeros intermediarios a
la vacuola de almacenamiento en la semilla. Alli, cada subunidad del trimero es clivada
proteoliticamente para dar polipéptidos acidos de 30-40 kDa y basicos de aproximadamente
20 kDa que permmanecen unidos por uniones disulfuro. Este procesamiento provoca un
cambio de conformacidn que hace que dos trimeros se apilen por interaccion de caras
equivalentes formando una globulina 11S hexamérica madura (Heimo Breiteneder and
Radauer 2004; M Adachi et al. 2001; Motoyasu Adachi, Kanamori, et al. 2003; Motoyasu
Adachi, Eiko Okuda, et al. 2003).

Figura 3. Modelos estructurales de globulinas 7S y 11S. A) Modelo de trimero de 8-conglicinina de soja
(11UK), una vicilina, formado por monémeraos (rojo, verde o azul) con estructura de bicupina. B) Trimero de la
legumina de soja “glicininaA3B4”, cada subunidad con diferente color, posee estructura de hojas 8 y a hélices e
iones manganeso (verde). C) Hexamero formado por tres mondémeros de A3B4, forma madura de la glicinina
A3B4.

La formacidon de estas estructuras multiméricas es importante al momento de
correlacionar el mapeo de epitopes con la activacién de mastocitos y basdfilos en forma IgE-

dependiente, responsable de la instauracién de los procesos inflamatorios.

Se desconoce cual es la fisiologia de la absorcién de estos alergenos a nivel del tracto
gastrointestinal y en qué estado llegan cuando son reconocidas por el sistema inmune. Sin
embargo, esta claro que atraviesan la barrera epitelial, estimulan a las células del sistema
inmune, y en algunos casos llegan al torrente sanguineo para indudir reacciones sistémicas.
Las caracteristicas estructurales de estas proteinas y las interacciones conformacionales
contribuyen a su estabilidad. Por lo tanto cuando se analiza |a alergenicidad de las mismas es
importante considerar que son componentes abundantes en el vegetal y resistentes a la
degradacién por procesos térmicos, quimicos o a la accién de enzimas digestivas y pH acido.

(Heimo Breiteneder and Clare Mills 2005).
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3.2 Alergenos alimentarios pertenecientes a la superfamilia de las

prolaminas

El nombre de esta superfamilia se debe a las prolaminas de los cereales, principales
proteinas de almacenamiento en granos de cereal, excepto en avena y arroz, que se
caracterizan por su elevado contenido en los aminodcidos prolina y glutamina. Ademas se
incluye en esta superfamilia a varias familias de alergenos vegetales como las albuminas 2S
de almacenamiento, las proteinas transportadoras de lipidos no especificos (nsLTPs) y los
inhibidores de alfa-amilasa, tripsina o ambos de semillas de cereales (Tabla 2). Todas estas
proteinas de bajo peso molecular son ricas en cisteina y en azufre, y poseen estructura
tridimensional similar, con abundanda de alfa hélices, dominios repetitivos ricos en prolinay
glutamina, y dominios no repetitivos con cisteinas conservadas (Breiteneder, Heimo and

Christian Radauer 2004).

En esta superfamilia se encuentra el mayor numero de alergenos vegetales
descriptos, siendo los mas importantes los que se encuentran en trigo. Las principales
homologias estructurales en estos alergenos estan localizadas en los dominios con cisteina y
en zonas con estructura de a-hélice. Estas zonas ademds muestran una alta resistendia a
procesos térmicos y proteoliticos, lo que contribuye marcadamente a la alergenicidad de los

alimentos procesados (Heimo Breiteneder and Clare Mills 2005).

Varios de los alergenos de nueces y otras semillas son albiminas 2S: Ber el y 2S de

|II

castafias de caju o “nuez de Brasil”, Jug rl de la nuez, Sesi2 del sésamo, Bra j1 de la mostaza,

etc (Breiteneder, Heimo and Christian Radauer 2004).

Los alergenos nsLTPs se encuentran en frutas, frutas secas, semillas y vegetales. Los
inhibidores de proteasas, como el inhibidor de alfa-amilasa, confieren resistencia a las
plantas impidiendo la accién de enzimas digestivas presentes eninsectos. Inhibidores de este
tipo se encuentran en trigo, cebada, centeno, arroz y maiz: subunidades glicosiladas del
tetramero CM16 de trigo, su homdlogo de cebada y Hor v15 de cebada, Sec cl de centeno, y
los inhibidores de a-amilasa RDA I-1 y RDAI-3 de arroz (Breiteneder, Heimo and Christian

Radauer 2004).

Las prolaminas de cereales, denominadas gluteninas y gliadinas en trigo, secalinas en
centeno y hordeinas en cebada, son las principales proteinas de almacenamiento en el

endosperma del grano de cereal. Son ricas en azufre y en su dominio N-terminal hay
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abundanda de prolinas y glutaminas repetitivas, mientras que el dominio no repetitivo C-
terminal posee residuos de cisteinas que forman puentes disulfuro intracatenarios. Las
glutelinas de baja masa molecular, y las w gliadinas se han descripto como alergenos
importantes del trigo en la poblacion pediatrica (Battais et al. 2003; Breiteneder, Heimo and

Christian Radauer 2004).

Los alergenos de |a familia de las proteinas de stress o PR se encuentran en plantas
frutales y cereales. Las proteinas de la familia de los inhibidores de tripsina tipo Kunitz
pertenecen a este grupo de proteinas. El inhibidor de soja tipo Kunitz constituye un alergeno
minoritario, aunque se ha descripto que es capaz de inducir anafilaxia (Moroz and W H Yang

1980).

3.3 Alergenos de soja

La soja esta compuesta por un 37% de proteinas con fundones diversas como se

resume en la tabla 4.

Tabla 4. Proteinas de soja y alergenos descriptos.

Fraccion proteica

Vinculadas principalmente a

Alergenos Descriptos

Gly m 1a, Gly m1b, Gly m2, Gly

alergia oral

alergias respiratorias m 50kD
Gly m3 (Profilina), Gly m4,
Vinculadas a alergias Gly de.39K (P34). .
. . , Gly m CPI (Inhibidor de cistein
alimentarias y sindrome de
proteasas)

Gly m Tl (Inhibidor de tripsina
Kunitz de soja)

7S (vicilinas)
70-80% son
GLOBULINAS.

Gly m5 (B-conglicinina): Gly m
5.0101 (subunidad a), Gly m
5.0201 (subunidad o), Gly m
5.0301(subunidad B)
Gly m Bd28K (P28)

Vinculadas a
alergias

alimentarias 115(leguminas)

Gly mé6 (glicinina):
Gly m 6.0101 (subunidad G1)
Gly m 6.0201 (subunidad G2)
Gly m 6.0301 (subunidad G3)
Gly m 6.0401 (subunidad G4)
Gly m 6.0501 (subunidad G5)

En vacuolas de almacenamiento,

en lecitinas de soja Gly mBd 39kD (P39)
25 Gly m 2S albumina
Lectinas Gly m aglutinina
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La mayoria de las proteinas se encuentran en la semilla, y el 70-80% de las mismas
son globulinas 11S y 7S. Se han identificado al menos 21 proteinas alergénicas en soja
(www.allergen.org) capaces de unir anticuerpos IgE y provocar alergias alimentarias y
respiratorias. Las proteinas de la cascara tienen mayor relevanda como alergenos
inhalatorios o alergenos ocupacionales (Codina et al. 2002), mientras que las proteinas de
reserva y las proteasas tienen mayor asociacién con las alergias alimentarias. Gly m1 vy
Glym2 son dos proteinas de la cdscara reconocidas como alergenos inhalatorios de soja

(Shannon Wilson, Blaschek, and de Mejia 2005; Ballmer-Weber and Stefan Vieths 2008).

Del total de proteinas identificadas, sélo algunas de ellas han sido caracterizadas
detalladamente y han sido aceptadas oficialmente como alergenos, de acuerdo al criterio del
Subcomité de Nomendatura de Alergenos de la IUIS (Intemational Union of the
Immunological Societies. Estos son: el inhibidor de tripsina Kunitz, una tiol-proteasa Gly m
Bd 30K, |a subunidad a de |a principal proteina de reserva B-conglicinina, la cadena dcida de
la subunidad G1 de la glicinina, la cadena bdsica de la subunidad G2 de la glicinina y un

precursor de aglutinina/lectina (Ballmer-Weber and Stefan Vieths 2008).

La tiol-proteasa Gly m Bd 30k, también conocdda como P34 por su peso molecular,
ha sido descripta por varios grupos como el alergeno prindpal de la soja (T Ogawa et al.
1991). El 65 % de los pacientes sensibles a soja presenta anticuerpos IgE especificos de este
componente. Se trata de una globulina 7S, presente en el cotiledén de la semilla, que luego
se convertird en las hojas de la planta embrionaria. La estructura terciaria de P34 es
coincidente con la de la familia de las papainas, las cuales son cistein- proteasas. Sin
embargo, P34 no tiene actividad enzimatica ya que presenta una sustitucion de la glicina en
posicdn 38 del sitio activo por una cisteina. Se han mapeado mads de 10 epitopes lineales en
los cuales el 30% de los aminoacidos son acido aspartico, dcido glutdmico, histidina, lisina y
arginina. Ademas, se cree que la glisosilacion y la resistencia a tratamientos quimicos (beta-
mercaptoetanol y urea 4M) vy fisicos (altas temperaturas) le confieren propiedades
inmunogénicas y antigénicas (T Ogawa et al. 1993; R Helm et al. 1998; Shannon Wilson,

Blaschek, and de Mejia 2005).

La fraccion 7S de globulinas consiste principalmente en B-conglicinina o Gly m5, y
también se encuentra entre estas a la proteina Gly m Bd 28K, que no esta presente en la
totalidad de las variedades de soja, pero se ha demostrado su cardcter alergénico en
pacientes sensibles a soja (Shannon Wilson, Blaschek, and de Mejia 2005). Gly m Bd 28K es

una glicoproteina de 28kDa que en su forma madura en la semilla estd formada por dos
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polipéptidos N y C terminal que contienen los epitopes IgE responsables de la alergenicidad

de esta proteina (Tsuji et al. 1997; Hiemori et al. 2000; Xiang et al. 2004).

B-conglidnina es una glicoproteina de 180 kDa conformada por tres subunidades: a
(~67 kDa), o (~71 kDa) y B (~50 kDa), las cuales pueden formar heterotrimeros y
homotrimeros por interacciones conformacionales. La regién core de estas subunidades son
altamente homodlogas y presentan sélo algunas diferencias: las subunidades a y o’ poseen
una extension rica en aminodcidos acidos en la regién regidon N-terminal y dos sitios de
glicosilacidon, mientras que la subunidad B no posee esa zona extra de residuos acidos y se
encuentra glicosilada en un solo sitio (Yukie Maruyama et al. 2004). A pesar de tal similitud,
sélo la subunidad a o Gly m Bd 60k ha sido caracterizada como alergénica (T Ogawa et al.
1995). Sin embargo, estudios mas recientes describieron la presencia de anticuerpos séricos
IgE en niflos y adultos alérgicos a soja especificos de las tres subunidades de B-conglicinina
(Holzhauser et al. 2009; Krishnan et al. 2009). Ademas la subunidad o’ induce reacciones de

hipersensibilidad en un modelo animal de alergia a soja inducido en ratas (Guo et al. 2008).

La fraccién de globulinas 11S contiene la proteina glicinia o Gly m 6, la cual es
sintetizada en la semilla durante la embriogénesis. Es una proteina hexamérica constituida
por cinco subunidades distintas, G1 (AlaBlb, 53 kDa), G2 (A2B1la, 52,4kDa), G3 (A1lbB2,
52,2kDa), G4 (A5A4B3, 61,2 kDa) y G5 (A3B4, 55,4kDa), cada una de las cuales contiene uno
0 mas polipéptidos acidos “A” y basicos “B” unidos por puentes disulfuro (Prak et al. 2005).
Todas las subunidades demostraron reactividad IgE en humanos y en modelos animales
(Hanne R Christensen, Bruun, and Frgkiaer 2003; Holzhauser et al. 2009), pero sélo G1y G2
han sido caracterizadas como alergenos de soja, e indusive se han mapeado sus epitopes IgE
(R M Helm, G Cockrell, Connaughton, HA Sampson, G A Bannon, Beilinson, Livingstone, et al.
2000; R M Helm, G Cockrell, Connaughton, H A Sampson, G A Bannon, Beilinson, Nielsen, et
al. 2000; T A Beardslee et al. 2000a).

Dado el alto valor bioldgico de las proteinas de soja y su importancia en la dieta
humana, esta leguminosa ha sido ampliamente estudiada en funcién de su modificacién
genética para mejorar las condiciones de cultivo. Sin embargo, para el caso de la variante de
soja que contiene el gen para la proteina heterdloga CP4 EPSPS, no se ha hallado un
incremento en su alergeniddad, ni en la unién a moléculas de IgE (Hoff et al. 2007; Sang-Ha
Kim et al. 2006). Trabajos recientes aplicando protedmica han comparado la alergenicidad de
variantes de soja transgénicas con sus contrapartidas naturales. A pesar que se han descripto

nuevos alergenos, éstos no serian producto de la modificacién genética (Eliot M Herman
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2003; Batista et al. 2007; Guo et al. 2008). Se ha demostrado que la modificaddén génica
puede constituirse en una metodologia para obtener una soja hipoalergénica, sin embargo
se requiere profundizar los estudios para establecer cudles son los alergenos mayores y
menores, e identificar epitopes B y T (A Ogawa, Samoto, and Takahashi 2000; Eliot M
Herman et al. 2003; L'Hocine and Boye 2007; Shannon Wilson, Blaschek, and de Mejia 2005;
Samoto et al. 1996).

3.4 Alergia a las proteinas de soja

La soja es considerada a nivel mundial un alergeno importante. Esto se debe a la
gran exposicidon a este alergeno no sélo de los trabajadores relacionados con actividades
agropecuarias, sino también de la poblacion en general. A la fadilidad de cultivo se le suma el
alto valor biolégico y nutritivo de sus proteinas, su bajo costo como fuente proteica y sus
propiedades funcdonales, todo lo cual determina que sea ampliamente utilizada por la
industria alimenticia. Cabe destacar que luego de Estados Unidos (45% de la produccidn
mundial) y Brasil (28 %), Argentina es el tercer pais productor de soja en el mundo (18 %)
(Shannon Wilson, Blaschek, and de Mejia 2005; Codina et al. 2002). Se encuentran
componentes de soja en diversos alimentos como aceites, harinas, productos fermentados,

productos bebibles, alimentos procesados, etc.

Esta gran exposicién a la que esta expuesta la poblacién se inicié en la década del 80.
Originalmente se registraron casos de alergia a soja en Asia y Estados Unidos, pero luego se
extendié a Europa y actualmente es un problema mundial (Ballmer-Weber and Stefan Vieths
2008; Shannon Wilson, Blaschek, and de Mejia 2005). Afecta aproximadamente entre el 1%y
6% de los nifios, mientras que en adultos se han encontrado valores mas bajos, aunque la

incidencia es creciente (Zuidmeer et al. 2008).

En Argentina, la alergia a proteinas de soja no es un problema menor. En la encuesta

mencionada anteriormente realizada por el Dr Bozzola (www.alergialimentaria.org) se

encontréd que luego de la LV, principal alergeno alimentario reportado en la poblacién
pediatrica (90% de los casos), la soja ocupa el segundo lugar con el 33% de los casos. Ambos
alergenos fueron indicados como responsables de provocar sintomas gastrointestinales
(63%) y cutdneos (70%). Otro dato interesante que se desprende de este trabajo es la
importancia del etiquetado de los alimentos. El 93% de los encuestados mencionan que

prestan especial atencion a los rétulos y que en numerosas ocasiones éstos no son claros, ni
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incluyen la indicacién de si tienen alergenos en su composicidn o no. Cabe aclarar que la
presendia de minimas cantidades de un alergeno pueden significar un problema serio para
un paciente alérgico, por lo cual es importante legislar en este sentido (Afibarro, Seoane,
and Mugica 2007). El etiquetado es un problema a nivel mundial, la FDA sélo ha determinado
gue cuando uno de los 8 alergenos alimentarios (leche bovina, huevo de gallina, mani, soja,
trigo, nueces, pescados y crustaceos) esta presente en la composicién de un alergeno se
debe indicar, pero aun no se ha establecido cual es el umbral de concentracién que se debe
considerar, ni cdmo se debe rotular un alimento alergénico. En nuestro pais se ha creado
recientemente |la Plataforma de alergenos en alimentos que tiene como fin establecer

criterios que ayuden a legislar este importante aspecto.

Se han descripto distintos tipos de reacciones alérgicas inducidas por la soja en la
poblacién pediatrica: reacciones mediadas por IgE que pueden causar sintomas
respiratorios, cutaneos, gastrointestinales y hasta anafilacticos, y reacciones no mediadas
por IgE que generan trastornos gastrointestinales (enterocolitis, vémitos y diarrea) (Ballmer-

Weber and Stefan Vieths 2008; Ballmer-Weber et al. 2007; Holzhauser et al. 2009).

En adultos, la soja constituye un importante alergeno ocupacional como alergeno
inhalatorio para los trabajadores y habitantes de zonas aledanas a los cultivos de soja y
plantas de manipulacidon de sus granos que sufren trastomos respiratorios (Codina et al.
2003; Codina et al. 2002). Asimismo se cree gue reacciones cruzadas con otros alergenos a
los cuales el paciente se encuentra sensibilizado puede ocasionar problemas respiratorios o
gastrointestinales. Tal es el caso del polen de abedul en Europa o mani en Estados Unidos

(Jensen et al. 2008; Mittag et al. 2004).

En la poblacidn pediatrica puede ser importante la soja como un alergeno
alimentario de reactividad cruzada con caseinas de origen bovino (Docena et al. 2002;
Rozenfeld et al. 2002; Curciarello et al. 2008). Como se mendond anteriormente férmulas a
base de proteinas de soja son empleadas en el tratamiento de la ALV por su menor costo,
valor nutritivo, sabor y disponibilidad comercial. Sin embargo, actualmente se ha
desestimado su uso en la prevencion en nifios con alto riesgo de alergia por la diversidad de
efectos adversos que puede ocasionar (D A Osborn and Sinn 2004; Turck 2007). Existe
actualmente gran interés en la remodoén de los alergenos de la soja y sus productos por
medio de mutadiones, procesamiento de alimentos, o a través de plantas modificadas
genéticamente (Eliot M Herman et al. 2003; Eliot M Herman 2003; A Ogawa, Samoto, and
Takahashi 2000; Samoto et al. 1996).
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4 REACTIVIDAD CRUZADA. Generalidades, estudios, implicancias.

Las primeras evidendas de la existencia de reactividad cruzada entre alergenos se
originaron a partir de las observaciones dinicas en la década del 70 (Anderson et al. 1970;
Hannuksela and Lahti 1977). Se observaba que muchas polinosis estaban acompafiadas con
alergia alimentaria a ciertas frutas. Recién en la década del 80 con el advenimiento de la
clonacién, la secuendacion y la identificacién de alergenos mayores y menores se pudo
comprender que existen pan-alergenos vegetales que son los responsables de inducir
reacciones alérgicas IgE-dependientes. Luego se extendid este concepto a sistemas no
relacionados con pdlenes-frutas, y este avance permitid comprender la asociacén dinica
entre sistemas alergénicos filogenéticamente no reladonados como langostino-

dermatofagoides, |atex-palta, etc.

Cuando se define una reactividad cruzada es importante distinguir sensibilizacion de
la induccion de signos clinicos, y en general los anticuerpos IgE estan involucrados en la
aparicion de una reaccién alérgica. Por lo tanto, los estudio seroldgicos suelen brindar
informacidn relevante aunque se debe tener en cuenta que la reactividad cruzada seroldgica
puede ser mas amplia que la reactividad cruzada clinica, y aqui entran en juego numerosos
factores (flora del tracto gastrointestinal, madurez intestinal, grado de procesamiento de los
alergenos en el tracto gastrointestinal, grado de sensibilizacién de los mastocitos y basdfilos,
preparaciéon del alimento, etc.), muchos de los cuales tienen que ver con aspectos

individuales (van Ree 2004).

Los sistemas mejor descriptos de reactividad cruzada clinica son los que dan origen al
“Sindrome de alergia oral”. La sensibilizacidn primaria a alergenos presentes en pdlenes
(profilinas y princdpalmente Bet vl-alergeno prindpal del polen de abedul), determina la
aparicion de anticuerpos IgE especificos capaces de unir epitopes en alergenos de manzana,
apio, melén, banana o zanahoria (H Breiteneder et al. 1989; R Valenta et al. 1992). Por lo
tanto individuos primariamente sensibilizados al pdlen, al ingerir estos vegetales sufren
reacciones inflamatorias en la mucosa oral. También puede aplicarse el mismo concepto
para comprender la reactividad cruzada entre grupos de alergenos presentes en alimentos:
palta-banana-kiwi, leche de cabra-leche de oveja-leche bovina, camardn-cangrejo-langosta,
lentejas-arvejas-garbanzos, etc. En practicamente todos estos casos se han identificado
alergenos con epitopes conservados, lo cual ha permitido, como se mencioné
anteriormente, su agrupacién en familias y superfamilias de alergenos. Algunos elemplos se

ilustran en la figura 2.
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Soybean
Conglycinin

Figura 2. Familia de alergenos agrupados de acuerdo a su estructura. Se encuentran diversos tipos de
proteinas de origen vegetal y fungico en esta familia.

Las reacciones de hipersensibilidad a multiples alimentos pueden ser analizadas
aplicando este concepto, principalmente para alergenos de origen vegetal (Jensen et al.
2008; Ibafiez et al. 2003; Xiang et al. 2002a; Peeters et al. 2007; Barre et al. 2008a). En el
reino animal se han hallado un menor nimero de proteinas alergénicas conservadas
responsables de este tipo de asociaciones: las tropomiosinas son responsables de la
reactividad cruzada entre distintas espedes de acaros (Witteman et al. 1994), o entre acaros
y langostinos, las caseinas responsables de la reactividad cruzada entre leche de distintas
especies de mamiferos (Katz et al. 2008) y con carne bovina en nifios (Martelli et al. 2002),
etc. Indusive se ha caracterizado la reactividad cruzada entre antigenos no reladonados
evolutivamente, pero que comparten estructuras y epitopes similares (Heimo Breiteneder
and Clare Mills 2006): alergia a cereales en nifios con ALV (K-M Jarvinen, Turpeinen, and
Suomalainen 2003), alergia a proteinas de soja en padentes con ALV (Klemola et al. 2005;
Rozenfeld et al. 2002), etc. Este Ultimo caso es relevante en poblaciones expuestas a
proteinas de soja, ya sea en forma natural o como consecuencia del empleo de
formulaciones a base de proteinas de soja empleadas durante el tratamiento sustitutivo,

como se ha mendonado anteriormente.

Este concepto de reactividad cruzada entre alergenos no sélo ha cobrado
importancia desde el punto de vista del reconocimiento inmunolégico de los alergenos, sino
también del diagndstico y el tratamiento de las alergias alimentarias. De esta manera se ha
planteado por ejemplo, tratar la alergia a la manzana a través de la inmunoterapia con
alergenos del pdlen de abedul. Aqui entra en juego el concepto de los epitopes T de
reactividad cruzada. Es decir que no sélo existen epitopes B conservados entre alergenos,
sino que ademas son necesarios los epitopes T para posibilitar la generacién de anticuerpos

IgE. La disponibilidad de informacidon sobre epitopes T es mucho mas restringida en la
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actualidad que la de epitopes B, entre otros factores, por limitaciones metodoldgicas para
evidenciar los epitopes T. Sin embargo, los avances logrados en la clonacién de linfocitos T
especificos de alergenos ha permitido en muchos sistemas una completa caracterizacidn de
epitopes By T (Beatrice Jahn-Schmid et al. 2005; B Bohle et al. 2005). Esta informacion es la
base tedrica que permitira postular la induccién de linfocitos T regulatorios en la
inmunoterapia antigeno-especifica, a través de la administracién de alergenos relacionados
o modificados por distintas vias mucosales (inmunoterapia sublingual) (Gerstmayr et al.
2007; Knittelfelder, Riemer, and Jensen-Jarolim 2009; Rosa, Ribeiro, and Cunha-Neto 2010;
M Yang, C Yang, and Mine 2010).

Nuestro grupo ha planteado la existencia de reactividad cruzada inmunoquimica
entre un sistema alergénico animal (caseinas bovinas) y uno vegetal (globulinas de soja). Si
bien no disponemos hasta el momento de datos que permitan evidenciar una reactividad
cruzada clinica, podemos afirmar que existen epitopes B de reactividad cruzada
inmunoquimica que podrian estar involucrados en la induccion de reacciones alérgicas. Por
otro lado, consideramos que el empleo de modelos animales de alergia (que seran
descriptos mas adelante) puede brindar importante informacién sobre la reactividad cruzada
alergénica como un paso previo a estudios en pacientes con alergia alimentaria. Sin
embargo, sabemos de las limitaciones en la interpretacion y extrapolacién de estos
resultados al humano. Indudablemente se debe recurrir a estudios que involucren pacientes

alérgicos.

Se ha descripto que varios alergenos de la soja (globulinas 7S y 11S) muestran
reactividad cruzada con diferentes sistemas proteicos vegetales, generalmente de otras
leguminosas, y animales. Sin embargo los mecanismos moleculares no son del todo
comprendidos, ya que no siempre se observa que pacientes sensibilizados primariamente a
un determinado alergeno desarrollan signos dinicos al ser expuestos a un alergeno
reladonado. Para el caso de la reactividad cruzada entre alergenos de soja y mani se ha
observado que muchos de los individuos que presentan hipersensibilidad a las proteinas de
soja también reaccionan frente a la exposicién al mani (Ballmer-Weber and Stefan Vieths
2008; T A Beardslee et al. 2000b; Xiang et al. 2002a). En conjunto estas evidendas
experimentales han permitido establecer que proteinas de almacenamiento presentesen las
semillas (proteinas 2S, 7S y 11S) constituyen alergenos mayores en distintas leguminosas
(mani, soja, lentejas, nueces, castaiias, sésamo, girasol etc) y que podrian ser las

responsables de las alergias alimentarias multiples. En lo que respecta a la soja, se la ha
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involucrado en distintos sistemas de reactividad cruzadda: soja-mani, soja-abedul y nuestro
grupo propone, soja-leche bovina. Lo que es llamativo es que se ha observado que a pesar
de evidenciarse experimentalmente esta reactividad cruzada, la ingestiéon de proteinas de
soja suele no produdr signos clinicos. A pesar que Gly m 4 de soja presenta reactividad
cruzada con Bet v1 de abedul, y aproximadamente el 70 % de los pacientes sensibilizados al
abedul también estan sensibilizados a Gly m 4, un reducido nimero de pacientes desarrollan
signos clinicos frente a la ingestion de proteinas de soja (Mittag et al. 2004). Asimismo solo
en el 15% de los pacientes alérgicos a leche de vaca IgE-mediados la exposicidn a proteinas
de soja induce reacciones alérgicas (Zeiger et al. 1999). Por lo tanto para lograr una mejor
comprensién de los alcances de la reactividad cruzada seroldgica, y el significado clinico de la
reactividad cruzada, es necesario continuar con los estudios de la inmunobiologia del
reconocimiento de los alergenos y de los mecanismos inmunorregulatorios que gobiernan la

induccidn de las reacciones alérgicas.

El desarrollo de herramientas de la bioinformdtica ha posibilitado importantes
avances en la comprensidn de la reactividad cruzada (Gendel and Jenkins 2006; Jaroszewski
et al. 2005; Adriano Mari et al. 2006; Saha and Raghava 2006). La identificacion in silico de
epitopes lineales y conformacionales ha permitido asociar familias de alergenos que hasta el
momento no guardaban relacién dinica alguna. Esta informacion es importante desde el
punto de vista pronéstico y permite establecer en términos de probabilidad el riesgo de
ocurrencia de reactividad cruzada clinica frente a una co-sensibilizacion (Michael B Stadler
and Beda M Stadler 2003; Silvanovich et al. 2006). Por otro lado, |a capacidad de modelar la
estructura de las proteinas, permite predecir similitudes estructurales entre alergenos,
identificar la presencia de epitopes conformacionales conservados e interpretar reacciones
cruzadas seroldgicas (Barre, Borges, and Rougé 2005; Ivanciuc et al. 2009; Jenkins et al.

2005a; Oezguen et al. 2008).

Sin embargo, estos estudios in silico, requieren ser corroborados mediante ensayos
gue demuestren la unidn de anticuerpos de tipo IgE, paralo cual es fundamental contar con
sueros de individuos alérgicos y las proteinas alergénicas a evaluar. Resulta ventajoso el
empleo de proteinas recombinantes para evaluar la antigenicidad de las mismas, ya que la
ingenieria de proteinas permite realizar modificaciones respecto de sus contrapartidas
naturales, expresar y evaluar la reactividad de fragmentos mas pequefios de las mismas por
separado, o bien obtener proteinas quiméricas por fusién a otras proteinas (Xiang et al.

2002b; Xiang et al. 2004; Schulmeister et al. 2009). La reactividad IgE sobre fragmentos
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pequefios derivados de la proteina de estudio, se puede realizar también sobre péptidos

sintéticos (Albrecht et al. 2009).

El fendmeno de reactividad cruzada alergénica involucra reacciones inmunolégicas
IgE-mediadas, por lo cual anticuerpos IgE que se originan por la sensibilizacién a un
determinado alergeno luego unen o reconocen otro alergeno u otra proteina, y son capaces
de indudr un proceso inflamatorio. Consideramos que para la comprensidn de este proceso
es necesario a priori estudiar los sistemas alergénicos desde el punto de vista antigénico, y
en este sentido la disponibilidad de distintos tipos de anticuerpos es de vital importandia,
ademas de las proteinas o fragmentos de las mismas como se menciond anteriormente. Una
vez identificada la reactividad cruzada seroldgica es necesario identificar los epitopes
inmunodominantes para comprender e interpretar desde el punto de vista molecular la
relacidon entre ambos sistemas alergénicos. Pero contar con esta informacion no es suficiente
para interpretar una reactividad cruzada dinica, ya que el simple hecho de la existendia de
epitopes conservados o la existencia de IgE de reactividad cruzada, no es suficiente para que
se induzca una enfermedad alérgica. Se requieren ademads, una serie de factores adicionales
para que el reconocimiento cruzado de los alergenos lleve a la instauracidon de un proceso
inflamatorio en un érgano blanco. Por consiguiente, la comprension de este fendmeno
requiere de estudios en pacientes, lo cual muchas veces se ve limitado por cuestiones éticas
y de disponibilidad de los mismos. En este sentido contar con modelos animales resulta
crucial para poder avanzar en la comprensién biolégica de la reactividad cruzada, aunque

existen limitadones en la extrapolacién de los resultados al humano.

En este trabajo de tesis hemos abordado el estudio de la reactividad cruzada entre
proteinas de soja y leche de vaca desde el punto de vista seroldgico y molecular, y hemos
logrado resultados preliminares in vivo que permiten confirmar la existenda de una
alergenicidad cruzada. Consideramos que este trabajo aporta informaciéon que puede ser
relevante para ampliar el alcance del conodmiento de la reactividad cruzada entre sistemas
no relacionados filogenéticamente y puede brindar las bases moleculares para el planteo de

futuras terapias inmunomodulatorias para la alergia alimentaria a leche de vaca.

5 DIAGNOSTICO DE LAS ALERGIAS ALIMENTARIAS

El diagndstico de la alergia alimentaria comienza con la investigacién de la historia

del paciente y el examen clinico del mismo. El objetivo en primera instancia es distinguir si la
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reaccidon que presenta el paciente tiene una base inmunoldgica o no, ya que estas Ultimas al
presentar caracteristicas clinicas e historia diferentes a las IgE mediadas pueden
erroneamente diagnosticarse como alergia alimentaria (Cianferoni and Spergel 2009;

Eckman, Saini, and Hamilton 2009).

Si la alergia alimentaria mediada por IgE es diagnosticada/sospechada en base a la
historia del paciente, entonces se realizan exdmenes en la piel y a partir del suero para
confirmar la presencia de anticuerpos IgE especificos para el alimento en cuestiéon, como se
han descripto anteriormente para el diagndstico de la ALV. En ciertos casos, puede
requerirse un desafio o test de provocacién, a modo de prueba definitiva o de referencia

“gold standard” para la confirmacion de las reacciones a alimentos mediadas por IgE.

Las pruebas cutdneas (PC) de hipersensibilidad Inmediata o “skin prick test” (SPTs)
analizan la presencia de anticuerpos IgE especificos para proteinas alimentarias en
mastocitos cutdneos. Son faciles de realizar, seguras y de bajo costo, y sus resultados pueden
obtenerse en minutos. Poseen excelente sensibilidad y una precisién predictiva negativa
superior al 90%, mientras que son poco especificas y la precisidon predictiva positiva es de
aproximadamente 50-85% dependiendo del sistema. Es decir, que una PC negativa es un
buen método para descartar una alergia alimentaria mediada por IgE, mientras que un

resultado positivo no predice la reactividad clinica con precision (Riccardo Asero et al. 2007).

Otra manera de detectar anticuerpos IgE especificos de proteinas alimentarias es
por métodos in vitro. Existen varios sistemas de ensayo diferentes para medir anticuerpos
IgE circulantes en sueros de individuos, que se emplean tanto para el diagndstico como en
investigacidon clinica de alergias alimentarias. Todos estos ensayos tienen en comun un
reactivo alergénico para el anticuerpo especifico y un reactivo de unién a IgE (anticuerpo
secundario conjugado), para la especificidad de isotipo. En el ensayo mas frecuentemente
empleado, ELISA, la muestra de suero o plasma se incuba con una fase sélida que posee el
antigeno inmovilizado, el cual se une a los anticuerpos en forma especifica. La IgE unida
puede detectarse y cuantificarse con un anticuerpo especifico para IgE marcado con una
enzima. Se han desarrollado variantes donde los anticuerpos IgE del suero son capturados
por otro anticuerpo anti-IgE inmovilizado en fase sélida, y luego la deteccidn y cuantificacién
se realiza con un reactivo que posee el alergeno marcado (ELISA de CAPTURA), o bien, los
anticuerpos del suero se enfrentan en fase fluida con el alergeno marcado, y luego se
capturan los complejos antigeno-anticuerpo, detectdndose la cantidad de complejos

inmunes formados mediante un anticuerpo anti-Ige marcado. En todos los sistemas
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comerciales comunmente utilizados, basados en antigenos inmovilizados, se convierte los
datos de densidad dptica generados por el ensayo en unidades de masa de IgE alergeno-
especifica dada en Unidades Internacionales por ml de suero o plasma (Ul/ml).(Riccardo
Asero et al. 2007).Tal como ocurre con las PC, los valores predictivos de la cuantificacion de
IgE especifica, varian con el alimento en estudio, la edad de los pacientes o la historia de
reacciones previas. Se ha reportado que valores elevados de los niveles de IgE se
correlacionan con una mayor probabilidad de manifestar reacciones clinicas, pero
generalmente no guardan correlacion con la gravedad de la reaccién. Por otro lado, una
disminucién en la concentracion de IgE especifica se asocia con mayores chances de revertir

la alergia (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009b).

Las pruebas de desafio oral son claves para confirmar la alergia alimentaria y la
identidad del alimento causante de la alergia. Pueden realizarse en forma abierta (Open
food Challenge), simple-ciego o doble ciego (DBPC), en todos los casos controladas con un
placebo. Todas estas pruebas de provocacion deben realizarse en forma hospitalaria, por los
riesgos que implica enfrentar al padiente con el alergeno nocivo. A pesar de ser el test de
referencia, algunas variables del ensayo aln no han sido estandarizadas: estado en que se
administrael alimento (liquido o sdlido), dosis minimas y maximas (dependeran del paciente,
resultados de la prueba cutdnea, etc), matriz en la cual se administra el alimento, etc.
Cuando el desafio ciego resulta negativo debe confirmarse administrando en forma abierta
una porcién de alimento en su forma natural para descartar un resultado falso negativo del
desafio, esto ocurre aproximadamente en un 1% & 3% de los casos (Riccardo Asero et al.

2007; Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009b).

Para las enfermedades no mediadas por IgE las herramientas diagndsticas de
laboratorio son muy limitadas, y en estos casos del desafio oral controlado es necesario para
confirmmar la alergia y la identidad del alimento alergénico (Cianferoni and Spergel 2009).
En aquellos casos en que se justifique realizar biopsias duodenales o colénicas para descartar
otras patologias, los andlisis histoldgicos pueden arrojar informacién muy importante sobre

las células presentes en la mucosa gastrointestinal (Mercer et al. 2009).
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6 TRATAMIENTOS

Existen terapias exitosas con drogas antiinflamatorias o inmunoterapia subcutanea
para el tratamiento de ciertas enfermedades alérgicas como el asma, rinitis alérgica o
anafilaxia por venenos de insectos. Sin embargo en alergias alimentarias la inmunoterapia ha
resultado ser poco efidente. Actualmente, la terapia primaria para las alergias alimentarias
consiste en eliminar de la dieta el/los alimento/s causales. Para ello, los pacientes y su
entomo deben ser educados para evitaros, prestando cuidadosa atencidn a los rétulos de
los alimentos o a la composicién de los alimentos adquiridos comercialmente, y evitando
también el contacto con trazas de alimentos presentes en los utensilios empleados durante
la preparacion. En caso de una ingesta accidental y la anafilaxia, la terapia de emergencia
consiste en la administracion de epinefrina inyectable. Otros medicamentos pueden aliviar
ciertos aspectos de las enfermedades inducidas por alimentos, por ejemplo, los anti-
histaminicos que permiten eliminar los sintomas del sindrome de alergia oral y los signos
cutaneos mediados por IgE, y las drogas anti-inflamatorias son utiles en la esofagitis
eosinofilica o gastroenteritis. (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009a; Scott H Sicherer

and Hugh A Sampson 2009b; Cianferoni and Spergel 2009)

Varias opciones dirigidas hada el tratamiento de alergias alimentarias especificas
empleando alergenos se encuentran en etapa de experimentacion clinica y pre-clinica. La
inmunoterapia alergeno especifica tiene como objetivo alterar la respuesta alérgica a la
proteina/s causal/es, evitando la induccién de una respuesta activa frente al alergeno
administrado. Lo que se busca es generar una respuesta inmune antigeno-especifica
mediada por linfocitos Treg encargadas de desarrollar tolerancia, o la inducciéon de una
respuesta especifica Thl, en lugar de una respuesta inmune Th2 (inmunomodulacién). Se
han estudiado distintas vias de administracion, subcutanea, oral y sublingual, siendo estas

dos ultimas las mas eficientes y seguras (Fabienne Rancé 2009).

La inmunoterapia subcutdnea con alergenos se ha probado particularmente con
mani y ha demostrado ser parcialmente efectiva y con elevado riesgo de efectos adversos(P
A Eigenmann 2003; Fabienne Rancé 2009). La inmunoterapia por via oral se basa en la
exposicion gradual a la proteina nativa en forma repetitiva en la mucosa oral y ha resultado
efectiva en la no induccidon de una respuesta alérgica aguda, simultaneamente con la
inducciéon de los mecanismos de tolerancia oral. La terapia sublingual ha sido mayormente
evaluada para el tratamiento de alergias respiratorias y hay pocos estudios en alergias

alimentarias, pero con resultados prometedores. En cambio, existe una gran cantidad de
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estudios sobre la inmunoterapia oral para alergias alimentarias, donde el alergeno
alimentario es ingerido en cantidades gradualmente crecientes durante meses. A pesar de
gue se han reportado varios estudios de inmunoterapia oral en pacientes, con resultados
variables, daramente se necesita conocer mas acerca de la seguridad, eficacia y mecanismos
de este tipo de terapias (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009a). Una alternativa para
evitar los efectos adversos de lainmunoterapia consiste en emplear proteinas modificadas o
péptidos en lugar del alergeno natural, los cuales poseen la capacidad de estimular células T
sin activar mastocitos (Rudolf Valenta and Niederberger 2007; Scott H Sicherer and Hugh A
Sampson 2009a; Tanabe 2007).

Finalmente, se han propuesto vacunas de DNA plasmidico donde se inyecta el gen
gue codifica para el alergeno, para su produccdén enddégena. Incdusive en el vector de
expresion se pueden incluir secuencias no estimulatorias, y de esta manera se evita la
inducciéon de mecanismos Th2-dependientes. Estas estrategias sélo se han evaluado en
modelos murinos y se encuentran en etapas muy tempranas de validacién (Scott H Sicherer

and Hugh A Sampson 2009a; P A Eigenmann 2003).

Las terapias que no son alergeno especificas actian sobre mediadores inmunes,
anticuerpos IgE y citoquinas, para modular o interrumpir la respuesta alérgica. Los
anticuerpos anti-IgE , anteriormente mencionados, se unen a la IgE impidiendo su unién al
receptor de alta afinidad. En general las terapias que emplean citoquinas y anticuerpos
humanizados o quiméricos anti-citoquinas actian interrumpiendo las sefiales inflamatorias,
y no han mostrado ser eficientes en estas enfermedades dado que modulan mecanismos del
sistema inmune necesarios para la defensa frente a microorganismos. Ademas por las
fundones pleiotrdpicas de las citoquinas, es complicado evitar reacciones adversas durante
el tratamiento. También se han estudiado en modelos animales hierbas medicinales chinas
anti-alérgicas y distintos inmunomoduladores con resultados promisorios en alergia
alimentaria a mani y leche de vaca (Scott H Sicherer and Hugh A Sampson 2009a; Cianferoni

and Spergel 2009).

El conocimiento alcanzado sobre los mecanismos inmunes implicados en la
patogénesis de las enfermedades alérgicas, gracias al desarrollo de nuevas técnicas vy
modelos animales, ha permitido plantear estas nuevas terapias. Sin embargo, como se ha
mencionado, el Unico tratamiento eficazmente empleado actualmente es la eliminacidn del

estimulo inmunolégico, en otras palabras, laeliminacidén del alergeno alimentario de la dieta.
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1 MATERIALES

1.1 Semillas y harina de soja

Se emplearon semillas maduras de soja de dos variedades: Glycine max. L. Merr
variedad Asgrow (porotos de soja comercial) y Glycine max. L Merr. variedad Raiden (Dr
Glenn R. Buss, Department of Crop and Soil Environmental Sciences, Virginia Tech,
Blacksburg) y harina desgrasada comercial de (Bunge Argentina o Brasil) como fuentes

proteicas de soja.

1.2 Proteinas de Leche Bovina

Se utilizdé leche bovina descremada en polvo (Svelty o Molico, de Nestlé) para la

preparacién de las soluciones de PLV.

1.3 Oligonucleétidos

En la Tabla 1 se presentan las secuencias de los oligonudedtidos empleados para la
amplificacion de los genes de globulinas de reserva de soja estudiados en este trabajo, a
partir de una biblioteca de ¢cDNA de semillas inmaduras de soja (S. Petruccelli, F.G. Chirdo,
and M.C. Afidn 2005) y los empleados también para construir mutantes codificantes para

regiones de interés.

Tabla 1. Oligonucledtidos (primers) empleados para la a mplificacion de genes de soja a partir de la

secuencia indicada, para la obtencion de diversas globulinas de soja (Productos)

Numero de
Primers Secuenda (5°-3') acceso | Tamafio | poqy et
Secuencia (bp)
blanco
F-A5A4B3-27 CCCGCTAGCATGAAGCTCAACGAGTGC AsA,B3
X86970 .
L 1610 subunidad
R-A5A4B3 CCTGGATCCTTATGCGACTTTAACACGG Glidnina G4 madura
5a CTAGTCTAGAGTATGATGAGAGCACGGTTCCC X17698 Subunidad a
de B-
Alfa beta 1632 [
3a CGCGGATCCTCAGTAAAAAGCCCTCAAAATTG . .e . conglicinina
conglicinina
madura
5'a-CT CTAGTCTAGACATATGTAAACACTCGCATACCCGTT X17698
, Alfa beta 728 a-CTD
3'a-CT CGCGGGATCCTCACATTGTCTTTTCGAACCTGCAAG L
conglidnina
Fpeply2 CACCCTGTTTAGTAGAGAGGAAG X17698 436
Alfa beta Péptidos 123
R pepl-2y3 TCATTCGGCTCTATATTTCCGC L
conglicinina
Fpeply2 CACCCTGTTTAGTAGAGAGGAAG X17698 .
Péptidos 1y
Alfa beta 193
Rpeply2 TCACTTGTTGGAGTAGATGGG o 2
conglicinina
F-pep3 CACCATCTTCCTCAGTATTGTGG X17698
R-pep12y3 TCATTCGGCTCTATATTTCCGC Alfa beta 193 Péptido 3
conglidnina
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1.4 Vectores empleados

En la tabla 2 se presenta un listado de los vectores de donado y expresién

empleados en este trabajo y se destacan alguna de sus caracteristicas.

Tabla 2. Vectores empleados, aplicacion y caracteristicas.

Vector Aplicacion | Promotor Tag Tecnologia | Resistencia
pBluescript SK L
. Seleccién por -
(Stratagene, clonado lac ninguno color ampicilina
California, USA
pCR®2.1-TOPO TOPO -
. . L ampicilina
(Invitrogen clonado lac ninguno Seleccién por ..
. kanamicina
Argentina S.A..) color
pENTR'/D-TOPO Clonado TOPO -
(Invitrogen direccional - Gatewa kanamicina
Argentina S.A y
PENTR/TEV-
TOPO Clonado Sitio de clivaje para la TOPO -
. . . - kanamicina
(Invitrogen direccional proteasa TEV Gateway
Argentina S.A
pET 28a Tag de histidinas Ny
. T7 . . .
(Novagen, expresion olimerasa C Terminal, Tradicional kanamicina
Wisconsin, USA), P Sitio clivaje trombina
pET 200/D 7 Tag His-ysitio
TOPQO® expresion ) enteokinasa TOPO kanamicina
. polimerasa .
(Invitrogen) Nterminal
pDEST-HisMBP )
(Addgene Inc 7 Tag His-Maltosa
. ’ expresion . binding protein Gateway ampicilina
Cambridge, polimerasa Nterminal
USA)

1.5 Cepas bacterianas

Las cepas de Escherichia coli empleadas en este trabajo y sus princpales

caracteristicas se resumen en |la Tabla 3.

1.6 Sueros especificos

Se emplearon antisueros policlonales obtenidos en conejos inmunizados con leche
bovina o extracto de soja, obtenidos como se describié previamente por Rozenfeld et al
(2002), y antisueros polidonales obtenidos en cabras inmunizadas con leche bovina o soja.
También se dispone de un antisuero policlonal obtenido en ratones, especifico de distintas
subunidades de B-conglicinina (inmunizacién con fracciones purificadas a partir de un
extracto de soja), previamente obtenido por la Dra. Petruccelli (S. Petruccelli, F.G. Chirdo,

and M.C. Aidn 2005). En todos los casos se empledé adyuvante de Freund completo e
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incompleto y se siguié el plan de inmunizacién analizando el titulo de anticuerpos especificos

por ELISA indirecto sobre sangrias parciales.

Tabla 3. Cepas de Escherichia coli empleadas

Genotipo/ C . Promotor/ Marcador
Cepas .., Aplicacién . .
Descripcion Inductor de resistencia
F— ®80/aczAM15
A(lacZYA-argF) U169
DH5a recAl endAl hsdR17 ro aclz:ir;’)andgegelnéesrr?:i,do (no - -
(rK—, mK+) phoA propag p
. expresion)
supEd4 \-thi-1
gyrA96 relAl
F—mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)
»80/acZAM15 Clonado general,
DH10 MacX74 recAl endAl | propagacién de plasmido (no - -
araD139 A(ara leu) expresion).
7697 galU galK rpsL
nupG \—
F—mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)
®80/aczAM15 Clonado general de
TOP 10 AlacX74 recAl ldsmidos (I\glo expresién) i i
araD139 A(ara leu) P P
7697 galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG
F—gyrAd62 endAl .
otz e | 71T o 20 072
hsdS20(rB—, mB-) qf o s I
DB3.1 supE44 ara-14 galK2 erecto toxico el gen cca® - - cloranfenicol
huésped de propagacion de
lacY1 proA2
vectores GATEWAY
rpsL20(SmR) xyl-5 A— .
(contienen el gen ccdB)
leu mt/1
BL21 (DE3) deficiente en Huésped de expresion T7 pol.l ,merasa cromosomal
proteasas lony ompT general Induccién IPTG
Huésped de expresion con
BL21 (DE3) deficiente en P > y
alta represion de T7 Induccion IPTG cromosomal
pLysS proteasas lony ompT .
polimerasa
Huésped de expresion,
deficiente en permite expresion de genes
BL21 (DE3) proteasas lony ompT; | codificantes para tRNAs de 17 polimerasa
CodonPlus contiene plasmidos codones raros de arginina Inducdion IPTG tetraciclina
codificantes para (AGAy AGG), isoleucina
argU, ileY, leuW y proL| (AUA) leucina (CUA)y prolina
(cce)
BL21 (DE-) Chaperonas groES- Huésped de expresion con . .
GROEL/ES groEL plegamiento mejorado Induccion PTG | - cloranfenicol

1.7 Anticuerpos monoclonales especificos de caseinas bovinas

Se emplearon anticuerpos monoclonales especificos de a-caseina (1D5), B-caseina

(2A1y 4C3) y k-caseina (3B5) obtenidos por el Dr Docena en nuestro laboratorio (Docena et

Renata Curciargllo

- 43-




Materialgs g M¢todos

al. 2002) por hibridizacion de células somaticas de raton seguin la técnica desarrollada por

Galfre y Milstein (Galfre and Milstein 1981)

1.8 Sueros de pacientes

Se utilizaron muestras de suero humano de nifios atdpicos de edades entre 3 meses
y 10 afios (edad promedio: 4 afios y medio), con diagndstico de ALV basado en una historia
clinica personal y familiar, la apariciéon de signos clinicos posteriores a la ingesta de leche
bovina, la desaparidén de los mismos frente a la supresion dietaria y pruebas
complementarias. Los sintomas compatibles con una alergia alimentaria fueron vémitos,
diarrea, dermatitis, broncoespasmo, urticaria, rinitis y anafilaxia. Como prueba
complementaria in vivo se realizd prueba cutdnea empleando lancetas metdlicas por la
técnica de Prick test, y extractos proteicos comerciales de leche de vaca o soja y otros
alergenos segun la historia del padente (dermatofagoides, lollium, Ambrosia, etc), ademas
de los controles positivo y negativo, histamina y solucion fisiolégica respectivamente.
Asimismo en todos los pacientes se cuantificd los niveles séricos de IgE total por ELISA de
captura, e IgE especifica para leche de vaca y soja por EAST y ELISA indirecto (ambos
métodos desarrollados por el grupo y validados frente al Immuno CAP de GE). El diagndstico
fue realizado por los médicos alergistas e inmundlogos del hospital San Juan de Dios de La
Plata (Servido de Alergia) y Hospital de Nifios Dr Ricardo Gutierrez de Capital Federal
(Servido de Inmunologia). Ademas se induyeron muestras de individuos nommales, sin
historia clinica o reacciones asociadas a la ingesta de leche de vaca. En todos los casos se

incluyd en la historia clinica informacion posible exposicidon a alimentos que contienen soja.

1.9 Péptidos sintéticos

A través de una colaboracén con el Dr Luis Bruno Blanch de la la Cdtedra de Quimica
Medicinal (Facultad de Ciencias Exactas, UNLP), se sintetizaron péptidos con distintas
secuencias aminoacidicas mediante sintesis quimica (spot synthesis) utilizando como soporte
papel de celulosa (Whatman Chromatography Paper 3MM, Aldrich), aminodcidos
(Novabiochem), distintos solventes y reactivos de calidad analitica (en el caso que fue
necesario se procedid previamente a su purificacion por destilacidon y se conservaron bajo
atmoésfera de nitrégeno y tamiz molecular previo a su uso). Las reacciones se condujeron de

manera de obtener en cada spot (mancha) un Unico péptido. Las etapas sintéticas comunes
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para todos los spots se llevaron a cabo empleando sucesivas reacciones de desproteccion-
acoplamiento segiin metodologia Fmoc (Hilpert, Winkler, and Hancock 2007). Finalmente, el
control de pureza y determinacion estructural de los péptidos se realizé por HPLC-Masas y

UV-MALDI-TOF.

A partir de secuencias aminoacidicas seleccionadas por estudios bioinformaticos se
sintetizaron sobre una fase sdlida de celulosa (JPT Peptide Technologies GMBH, Berlin,
Alemania) una serie de péptidos en los que cada aminoaddo fue reemplazado por una
alanina a la vez (“scanning de alanina”). La longitud de cada péptido fue de 20 6 21
aminodacidos por lo cual se sintetizaron 20 6 21 péptidos, y en cada spot se une un Unico

péptido con una determinada secuendia.

1.10 Animales

Se emplearon ratones BALB/c machos, de 5 semanas de edad para el desarrollo de

un modelo murino de alergia alimentaria, los que fueron agrupados en distintos lotes.

2 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1 Obtencidon de construcciones

Subunidad AsA;Bs: el gen de la glicinina AsA,B; (nimero de acceso en el Gen Bank
X86970) se amplificé a partir de una biblioteca de cDNA de semillas inmaduras de soja
(Glycine max L Merr.) empleando los oligonudedtidos indicados en la tabla 1, los cuales
fueron disefiados para amplificar el gen codificante para AsA;B; sin la secuencia
correspondiente al péptido sefial (27 aminodcidos), y para fusionarlo a una secuenda de seis
residuos de Histidina en el extremo N-terminal. Los productos de PCR fueron cortados con
las enzimas de restriccidn Nhel y BamHI en los sitios especificos e insertados en el pldsmido

de expresién pET 28a (Novagen, WI, USA) para obtener el plasmido pETA;A,Bs.

Subunidad o de B-Conglicinina y fragmento a-CTD: ambas construcciones se

obtuvieron como se describié previamente (S. Petruccelli, F.G. Chirdo, and M.C. Afién 2005)
a partir del cDNA completo con la secuencia codificante para la subunidad a de B-
conglicinina (numero de acceso al Gen Bank X17698) por PCR con oligonudedtidos
especificos (indicados en la tabla 1) tales que permitieran obtener la secuencia completa o

bien sélo la regién entre los nucleétidos 920 y 1648 codificante para el polipéptido que
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abarca los residuos 305-539 . Finalmente se introdujeron en vectores de expresion pET28a

(Novagen) y se denominaron “pET-ma” y “pET-aCTD”, respectivamente.

Fragmentos de la subunidad alfa de la beta conglicinina

A partir de pSK-a (S. Petruccelli, F.G. Chirdo, and M.C. Afidn 2005) se amplificaron
tres fragmentos de la subunidad a de B-conglicinina (Gen Bank X17698) por PCR con
oligonudedtidos especificos (indicados en la tabla 1) correspondientes a las regiones
denominadas: péptidos 1,2 y 3 (nucledtidos 1068- 1497, residuos de aminoacidos 356-499),
péptidos 1 y2 (nucledtidos 1068- 1254, residuos de aminoacidos 356-418) y péptido 3
(nudedtidos 1311- 1497, residuos de aminoacidos 437-499). Los primers contenian la
secuencia CACC para permitir un clonado direccional en pENTR/D-TOPO o pENTR/TEV-TOPO
(Invitrogen) y un coddn de terminacién de la traduccidon. La amplificacién se realizé con Pfx
(Invitrogen, Argentina S.A) y los productos de amplificacion fueron clonados en pENTR/D-
TOPO o pENTR/TEV-TOPO. Para construir los vectores de expresion se realizo la reacciéon LR
empleando los vectores conteniendo estos péptidos y el vector de destino pDEST-HIS-MBP
(Addgene Inc) siguiendo las condidones de reacddn recomendadas por Invitrogen
(Invitrogen, Gateway Technology 2003). De esta manera se obtuvieron los vectores de
expresion pDEST-HIS-MBP-Pep123, pDEST-HIS-MBP-Pep12 y pDEST-HIS-MBP-Pep3, que
fusionan a los péptidos 1,2 (62 residuos de aminoacidos, 7kDa), 3 (62 residuos de
aminoaddos, 7kDa o pep123 (143 residuos de aminoaddos, 16,5kDa), en su regién NH2 un

Tag de 6 histidinas y la Maltosa Binding Protein (MBP) (43kDa).

2.2 Obtencion de bacterias competentes

* Células competentes quimicas empleando cloruro de caldio: para la preparacion de

bacterias competentes se partié de un cultivo de bacterias de 2,5 ml en LB, el cual se habia
hecho crecer durante toda la noche a 372C y agitacion. Se realizé una diludoén del mismo
1:200 en medio LB fresco (500 ml) y se incubd a 372C y agitacion aproximadamente 2 hs
hasta alcanzar una DOgggnm 0,5-0,6. Se centrifugd a 500 rpm por 5 min y se resuspendié en
125 ml de MgCl, 0,1M (estéril y enfriado a 42C), dejandolo reposar por 5-10 minutos en bafo
de hielo. Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones y se resuspendié en 100 ml
de Cadl, 0,1M (estéril y enfriado a 42C), dejandolo luego al menos 1 hora a 42C. Finalmente,
se centrifugd y resuspendié en 5 ml de CaCl, 0,1M-Glicerol 12%, para luego fraccionar de a

100 pl en tubos estériles, emplear inmediatamente 6 almacenar a -802C.
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* Células competentes quimicas empleando cloruro de rubidio

Se realizd un protocolo similar al anterior con algunas diferendas respecto de los
buffers y medio de cultivo. Brevemente, A partir de un cultivo crecido durante toda la noche,
se realizd una diludén 1:100 en medio fresco PSI y se crecid a 372C con agitacidon hasta
alcanzar una DOssp,m 0,48. Se colocé la suspensidn bacteriana en hielo durante 15 minutos y
luego de centrifugar, las células se resuspendieron en 0,4 volimenes de buffer 100 mM en
RbCl (Tfbl) y se enfriaron nuevamente en hielo (15 min). Se realiz6 una segunda
centrifugadén y se resuspendio el precipitado en 0,04 voliumenes de buffer 10 mM en RbCl
(Tfbll). Finalmente se enfrié en hielo (15 minutos), para luego fraccionar de a 100 pl en tubos

estériles, emplearinmediatamente 6 almacenar a -802C.

* Células electrocompetentes: a partir de un cultivo fresco en agar LB con el

antibiotico correspondiente se inoculdé con una colonia en 5 ml de LB bajo en sales (sin
cloruro de sodio) y se incubd ON a 372C. Luego se realizé una dilucién1:100 en LB bajo en
sales (200 ml) y se crecié a 372C hasta llegar a DO 0.5 - 0.7. Se centrifugd el cultivo a 42C, se
resuspendié en 0.5 volumenes de glicerol 10% estéril. Se centrifugd nuevamente a 4 2C y
resuspendié en 0.1 Vol de glicerol 10% estéril. Se alicuoté en tubos eppendorf estériles en

hielo para congelar de inmediato con nitrégeno liquido y guardar finalmente a -802C.

2.3 Transformacion de las bacterias competentes

* Transformacion en bacterias competentes quimicas: para realizar la

transformadoén por shock térmico en las cepas DH5a, TOP10, DB3.1, BL21 (DE3) y BL21
Codon Plus, se descongelaron lentamente en bafio de hielo las células competentes, se
adicionaron 25 ng de DNA (o 1 pl de plasmido obtenido por miniprep) a 100 pl de bacterias,
y se dejé en hielo por 30 minutos. Luego se calentd durante 2 minutos a 422C, y rdpidamente
se paso al bafio de hielo por 2 minutos mas. A |la mezcla de bacterias con el plasmido se le
adiciond 1 ml de LB freso a temperatura ambiente y se incubd a 372C y agitacién durante 1
hora. Luego se centrifugd el cultivo, se descarté |la mayor parte del sobrenadante y se
resuspendié el pellet bacteriano en 100 pl del sobrenadante residual, que fueron
seguidamente volcados sobre una placa de Agar-LB suplementado con el antibidtico de
selecddn correspondiente, y plagueados con rastrillo de Drigalsky. Luego de incubar toda la

noche a 372C se pudieron obtener las colonias de bacterias transformadas.
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* Transformacion en bacterias electrocompetentes: |as bacterias competentes de las

cepas BL21 pLysS y BL21 GROEL/ES se descongelaron lentamente en bafio de hielo y se les
adicionaron 0,75 -1 pl de DNA por cada 100 pl de bacterias. Se les dio un pulso eléctrico (5 a
5,2 msec, 25 microF, 2,5 kV y 200 ohms) con electroporador (Bio Rad) y rapidamente se les
agregd 1 ml de LB fresco estéril. Se incubaron por 2 horas a 372C con agitadon y luego se

plaqued en agar LB como se describié previamente.

2.4 Amplificacion y preparacion de los plasmidos

Para la amplificacién de todos los plasmidos mencionados, excepto el vector de
destino pDEST-HIS-MBP, se emplearon las cepas E.coli DH5a, DH10 o TOP10. El vector
pDEST-HIS-MBP fue amplificado en la cepa DB3.1™ que resiste el gen téxico ccdB. Las cepas
llevando los distintos plasmidos se crecieron cultivos liquidos en medio LB suplementado con
el antibiético de seleccidon correspondiente, a 372C en agitacién (200 rpm), durante 12 hs.
Luego se centrifugaron (14.000 rpm) y del pellet bacteriano se realizé la purificadén
empleando el método de lisis alcalina (Sambrook et al. 1989) o mediante alguno de los kit
comerciales de purificacion de plasmidos “QlAprep Spin Plasmid Kit” (Qiagen), Promega

Wizard Plasmid (Promega) o llumina (GE Healthcare).

2.5 Expresion de los plasmidos

* Cinética de expresion a baja escala: se realizd una induccién de las cepas

transformadas en cultivos de pequefio volumen (10 ml) y a dos temperaturas de incubacion
diferentes, 26-282C y 37°C, para determinar aquella condicdn que pemmitiera obtener
mejores cantidades de proteina recombinante en fase soluble del cultivo. A partir de una
colonia obtenida en cultivo fresco en agar- LB, se realizd un repique en medio liquido LB
suplementado con el antibidtico correspondiente: Kanamicina (50 pg/ml) en todos los casos
por ser la resistencdia que presenta pEt28a, para GROEL/ES también en presencia de
Cloranfenicol 1X, y con Tetracidina 1X para las BL21 Codon Plus. Se crecid el cultivo durante
toda la noche a 372C con agitadén (200 rpm) y luego se realizd una dilucién 1:100 a partir
del mismo en LB fresco y estéril suplementado con antibidticos. Se incubd a 372C y agitacién
hasta alcanzar un valor de DOgygnm de 0,5-0,6, se tomd 1 ml de cultivo como muestra “No
Inducida “(NI) y se agregd isopropil b-D-tiogalactopiranosido IPTG (0,2 mg/ml) para inducir la

expresion del gen de interés. La incubacién luego de agregar el inductor se realizod
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paralelamente a dos temperaturas, 26-282C y 379C, y se fueron tomando muestras de 1 ml
de cada cultivo a distintos tiempos durante dicha incubacién: 2, 4, 6 horas, y overnight,

cuando se dio por finalizado el cultivo.

EL anadlisis de las muestras obtenidas se realizé por SDS PAGE, para lo cual cada
muestra de cultivo se centrifugd 5 min a 14.000 rpm, se descarté el sobrenadante y el pellet
bacteriano se resuspendié en 200ul de buffer Tris-HCl 20 mM pH=8, con Urea 8M para las
muestras de cultivo a 372C, y se calentd a 90°C por 5 min. Finalmente se centrifugd en
idénticas condiciones, y el sobrenadante se mezdd con Buffer Muestra en relacién 3:1. Una

muestra del cultivo sininducir (NI) fue induida como control.

* Cultivos en mayor escala: una vez establecidos la cepa, tiempos y temperaturas

Optimos de expresion de las proteinas, se realizaron cultivos de mayor volumen (200, 500 6
1000 ml) con fines preparativos. Se procedié igual que para la cinética, partiendo de un
cultivo fresco en medio sélido, del cual se repicd una colonia en medio liquido que se crecid
ovemight a 372C y agitacidn, y a partir del cual se realizé la dilucién a un volumen mayor, y
se crecidé a 37°C y agitacion hasta la induccion con IPTG. En esta oportunidad, sélo se
tomaron muestras NI y al finalizar el cultivo, para ver por SDS PAGE si hubo expresién. Las
bacterias se cosecharon centrifugando el total del cultivo a 5000 rpm por 5-10 minutos
(Beckmann rotor JA-10), se descartd el sobrenadante y se resuspendid el precipitado en
Buffer de Lisis a razon de 20 ml/litro de cultivo (Buffer Lisis: Tris-HCI 20 mM pH=8, NaCl
500mMm, Tritén 0,1%, Lisozima 0,5 mg/mly urea 6M sélo para los cultivos a 37°C). Se
sonicd (BRANSON Sonifier 250) con 3 pulsos de 30 seg cada uno de 40-60 watts de potenciay
centrifugd por 10 minutos a 14.000 rpm y 42C (Beckmann rotor JA 25.50), tomando el

sobrenadante como “Fraccién Soluble (FS)” y el precipitado como “Fraccién Insoluble (FI)”.

2.6 Purificacion de las proteinas recombinantes

La purificacién de las fracciones solubles se realizdé en batch empleando una resina
de Ni(ll) (Novagen,USA) o bien en columnas con resina de Co(ll) (Pierce), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la purificacién de las fracciones insolubles, se empled la
resina de Ni(ll) en batch, pero adicionando a todos los buffers empleados (Binding, wash y
elucién) urea 6-8M, para solubilizar las proteinas recombinantes. La elucidn en este caso se
realizd por gradiente de pH, es dedr, la muestra se incorpord a la resina equilibrada en
buffer binding a pH alcalino (pH=8) y fue eluida un pH acido del buffer elucién (pH=4,5). La

purificacion en columnas de Co(ll) se realizdé segin un gradiente de Imidazol, desde la
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resuspension de la muestra en buffer binding (con Imidazol 20 mM) a la elucién con una
concentracion de imidazol 150mM. Luego de ambas purificaciones las fracciones eluidas se
dializaron para eliminar las elevadas concentraciones de urea o imidazol y renaturalizar las
proteinas. Se tomaron muestras de cada fracciéon de la purificacién para observar el perfil

proteico por SDS PAGE.

3 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE EXTRACTOS PROTEICOS

3.1 Obtencion de extractos proteicos de soja

Para la preparacion de los extractos proteicos crudos se trituraron las semillas con
ayuda de un molinillo eléctrico y mortero, y se disolvieron en NaHCO; 0,01N a 90 oC (65 g de
semillas molidas y 0,5 g de NaHCO; en 365 ml de agua destilada). Luego se homogeneizd
(homogeneizador Ultraturrax UT 20.000) y al alcanzar la temperatura ambiente se centrifugd
durante 20 minutos a 2500 xg a 202C. Se tomd el sobrenadante y se realizé una nueva
centrifugacién a 14.000 xg durante 15 minutos a 42C. Seguidamente se procedié a la
extraccion de lipidos con doroformo durante 8 horas a 42C, utilizando una relaciéon solucén
acuosa:cloroformo 2:1. Finalmente los extractos se dializaron contra agua bidestilada
durante toda la noche utilizando una membrana de didlisis de 2kDa de punto de corte, y se

almacenaron a -202°C.

IH

A partir de la harina desgrasada de soja “convencional” se extrajeron proteinas con
agua bidestilada. Se disolvieron 10mg/ml de harina en aguay se agitaron en forma continua
a temperatura ambiente durante 4 hs. Luego se centrifugd durante 20 min a 14.000 rpm y se
recolectd el sobrenadante que se denomina de aqui en mas extracto acuoso de proteinas de

soja.

3.2 Obtencion de extractos proteicos a partir de leche de vaca

A partir de leche en polvo comercial desgrasada se prepard una solucion 10 mg/ml
en agua bidestilada. Se agitd hasta su disolucion y luego se filtrd. Se cuantificé la cantidad de
proteinas totales segln se describe mas adelante y se prepararon extractos de distinta

concentracion segun el método en que se fuera a emplear.
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3.3 Cuantificacion de proteinas

La concentracidn de proteinas totales en los extractos crudos de soja, de leche de
vaca y en las fracciones recombinantes purificadas se determiné por micrométodo de
Bradford (Bradford 1976) 6 mediante el método de acido Bicinconinico (Pierce BCA Protein
Assay), empleando seroalblimina bovina como standard de proteinas para la curva de

calibracion en ambos casos.

3.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

Las electroforesis SDS PAGE se realizaron en geles discontinuos de acrilamida segin
Laemmli (Laemmli 1970) en distintas condidones segun el extracto proteico. Para la
caracterizacion de los extractos proteicos de ambas variedades de soja (C y R) se emplearon
geles 12,5% de acrilamida con o sin urea 5M, y las muestras se prepararon en buffer muestra
con o sin B-mercaptoetanol al 5%, para establecer condiciones reductoras y no reductoras
respectivamente. También se analizaron ambos extractos en geles al 10% de acrilamiday sin
el agregado de urea. En todos los casos se sembraron entre 10y 20 ug de proteinas por calle.
Se emplearon geles 12,5% 6 15% de acrilamida (segun el tamafio del producto de expresion)
y en condiciones no reductoras para estudiar los extractos bacterianos empleados para la
expresion de las proteinas recombinantes, y para estudiar las muestras obtenidas de las

etapas de purificacién de las distintas proteinas recombinantes.

Para la preparacion de los geles y la electroforesis se emplearon los sistemas
Miniprotean I11® y Tetracell® de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Luego de
la corrida electroforética (15 min a corriente constante de 30 mA y luego 1 hora a corriente
de 50 mA) los geles se fijaron y tifieron con Coomasie Brilliant Blue R250 durante 2 horas con
agitacion a temperatura ambiente. La decoloracidn se realizé con solucién de metanol: acido
acético: agua, y las bandas se caracterizaron por comparacién con las obtenidas a partir del

patrén de pesos moleculares.

4 METODOS INMUNOQUIMICOS

4.1 Inmunobloting y dot-blot

Para la caracterizacidn de la antigenicidad y la alergenicidad in vitro de los distintos

extractos proteicos y proteinas recombinantes, los componentes proteicos fueron separados

Renata Carciargllo -51-



Materialgs g M¢todos

en funcién de su PM por SDS-PAGE, y luego fueron electrotransferidos a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell Bioscience, Keene, NH, USA) segun Towbin (Towbin,
Staehelin, and Gordon 1979) mediante el sistema comercial de Bio-Rad, o bien mediante un
sistema semi-seco (FAST-BLOT,Biometra Whatman tipo B43) segun las indicaciones del
fabricante. Como control de transferencia se realizé una tindén con Rojo Ponceau. Luego se
bloqued con suero equino (SE) al 5% en PBS o con TBST (50mM Tris-HCl; 150mM NaCl;
Tween 0.1% pH 7.4) durante 1 hora a 372C 6 durante toda la noche a 42C. Posteriormente se
incubd la membrana bloqueada con el anticuerpo primario diluido en solucidn de bloqueo
durante 1 hora a 372C: anticuerpos monodonales especificos de caseinas bovinas (1:1.500),
antisuero en conejo anti-PLV (1:1000), antisuero en ratén anti-aa’ de soja (1:1000), o
antisuero en ratén anti-His (Sigma, 1:1000). Luego del lavado se incubd con el anticuerpo
secundario apropiado diluido en solucidn de bloqueo durante 1 hora a 372C: suero de cabra
biotinilado anti 1gG de ratén (Chemicon Int.,, Temecula, CA, USA), anticuerpo monoclonal
especifico de inmunoglobulinas de conejo conjugado a biotina RG-16 (Sigma-Aldrich.St
Luis,MO, USA), ambos 1:3000 y luego con avidina conjugada a fosfatasa alcalina (FAL) por 30
min (Sigma Aldrich, 1:4000); o bien con antisuero especifico de inmunoglobulinas de ratén
conjugado a peroxidasa (HRP) (BioRad, 1:3000) durante 1 hora a 379C. El revelado de las
bandas en la membrana se realizé empleando distintos sustratos dependiendo de la enzima
conjugada al anticuerpo secundario: 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato/nitro blue tetrazolium
(5-BCIP/NBT) (Biokit, S.A, Barcelona, Espafia) para fosfatasa alcalina, o cloronaftol (ICN
Biomedicals Inc.) para HRP. Para incrementar la sensibilidad de la detecddn se realizd el
revelado también por quimioluminiscencia empleando Luminol para HRP. Se expuso la
membrana a placas de rayos X (Kodak, New Haven, CT, USA) y posteriormente se realizé el

revelado empleando las soluciones comerciales de fijador/desarrollador clasicas.

Los distintos lavados de la membrana durante el inmunoblotting se realizaron con

TBST 0,1% con agitacién durante 3-5 min. Este procedimiento se repitid 3 veces por lavado.

* [nmunobloting para IgE: |as condiciones para el inmunobloting en los casos que el

anticuerpo primario fueron los sueros de pacientes alérgicos o sueros control, fueron
ligeramente diferentes a las anteriores. Las membranas blogueadas se incubaron con una
dilucién % del suero humano en soludén de bloqueo durante toda la noche a 49C, y luego se
empled como anticuerpo secundario una dilucién 1:1000 de un anticuerpo especifico de la
cadena & humana conjugado a HRP (Sigma-Aldrich) durante 4 horas a 372C. Para el revelado

por quimioluminiscencia se empled el sustrato comercdal ECL Plus Western Blotting
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Detection System (Amersham, General Electric GE). Luego se prosiguié como se describio

anteriormente.

Para la técnica de DOT BLOT, se aplicé un cierto volumen (variando entre 1y 10 pl)
del extracto proteico o de las proteinas purificadas sobre membranas de nitrocelulosa y se
bloqued de la misma manera que para el inmunobloting. El revelado de los dots se realizé
segun las variantes de combinacién de anticuerpos primarios y secundarios como se

describié anteriormente.

4.2 Inmunoensayos ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

4.2.1 ELISA indirecto

Se emplearon placas para microelisa o strips de plastico (Maxisorp ©, NUNC
Denmark) con alta capacidad de pegado de proteinas por adsorcidn, las cuales fueron
sensibilizadas con 1 ug/100ul de distintos extractos proteicos (PLV, Soja C, soja R) o proteinas
recombinantes purificadas (AsA4Bs;, subunidad o de B-conglicinina, a-CTD) en buffer de
sensibilizacidn (Carbonato/Bicarbonato pH=9) durante 1 hora a 37°C o toda la noche a 4°C.
Luego del lavado se bloquearon con SE 5% v/v en SF durante 1 hora a 379C. Posteriormente
se incubd durante 1 hora a 372C con distintas diluciones del anticuerpo primario: antisuero
en conejo especifico dePLV, Luego se incubd con el anticuerpo secundario: antisuero
especifico de cadenay de conejo conjugado a HRP (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA, 1:4000).
El revelado se realizé con o-fenilendiamina (OPD) y H,0, 30% en buffer citrato-fosfato 0,1M
pH=5,0, y luego de detener la reaccidn colorimétrica con H,SO, a los 15 minutos se midié la
densidad 6ptica a 492 nm (DO,9, nm) €N un lector de placas de ELISA (Sirio S SAECS, Radim

Company,italia).

Al finalizar cada etapa del ELISA las placas fueron lavadas con solucién de lavado (PBS
- Tween 0,05%) durante 3 min con agitacdn y se repitié este procedimiento 3 veces por

lavado.

4.2.2 ELISA indirecto para IgE
Para determinar la reactividad de las proteinas frente a anticuerpos IgE séricos, se

realizd un ELISA indirecto sensibilizando las placas de ELISA con 1,25 pg/fosa de PLV 6 0,05
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ug/fosa de proteinas de Soja (extractos C y R, o las proteinas recombinantes A;A.Bs, a o a-
CTD). Luego de bloquear en las mismas condiciones que los otros ELISA, se enfrentaron 100
ul de cada uno de los sueros con cada uno de los antigenos y se incubaron toda la noche a
49C. Luego se usdé como anticuerpo secundario un anticuerpo monoclonal especifico de la
cadena € humana conjugado a FAL (Sigma-Aldrich) (diluido 1:2000 para PLV y 1:4000 para
proteinas de soja en SE 3% v/v en SF) incubdndose por 2 horas a 372C. La reaccion
colorimétrica fue desarrollada con p-nitrofenilfosfato de sodio (PNPP) en buffer FAL pH=9,6 y
detenida alos 20 minutos con EDTA 0,1M. Se determind la DO4gs.m €N el lector de placas de
ELISA. Los valores de corte o cut-off se determinaron estadisticamente analizando sueros

control negativos (media  2DS).

4.2.3 ELISA de Inhibicion

Se sensibilizaron las placas para microelisa con 1ug/100ul de PLV 6 0,1ug/100ul de
proteina recombinante pura, en las condiciones antes descriptas. Se bloquearon durante 2
horas en solucidn de SE 5% v/ven SF a 372C.

En forma separada, el antisuero polidonal de conejo especifico de PLV (diluido
1:200.000 6 1:7000 en SE 3% v/v en SF) se pre-incubd a 372C durante 2 horas con distintas
diluciones de inhibidores solubles (PLV, Soja C, Soja R, AsA,B;, subunidad a recombinante, a-
CTD, BSA).

Se tomaron 100 pl de cada una de estas pre-mezdas y se incubaron en las fosas
sensibilizadas durante 30 min a 372C. Luego se incubd con el anticuerpo secundario
(antisuero especifico de cadena y de conejo conjugado a HRP -Santa Cruz, Santa Cruz, CA,
USA, 1:4000) durante 1 hora a 37°9C. Se revelé con OPD-H,0, y se midi6 DO como se
describid anteriormente.

Se calcularon los porcentajes de inhibicdén comparando cada condicion de inhibicidn
(concentracién del inhibidor soluble) con la condicion en la cual no se agrega inhibidor en la

pre-mezcla.
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5 METODOS COMPUTACIONALES Y ENSAYOS APLICADOS AL MAPEO DE

EPITOPES

5.1 Analisis bioinformatico para la prediccion de epitopes de reactividad

cruzada

Las secuencias de las subunidades a (gi 121281), o’ (gi 15425631)y B (gi 21465631)
de B-conglicinina y de asl- (gi 30794348), as2- (gi 27806963), B- (gi 30794310) y k- (gi
27881412) caseinas fueron obtenidas de las base de datos Genbank, y con ellas se efectud la
busqueda de similitud secuencial entre las proteinas de ambos sistemas (alineamiento de
secuencias por BLASTP- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y la prediccién de epitopes
utilizando las herramientas disponibles en la base de datos “Inmune Epitope Database and
Analysis Resource” : IEDB-http.//www.immuneepitope.org/browse.do ?dispatch=
loadSpeciesBrowser. A los péptidos obtenidos en las predicciones se agregaron los epitopes,
caracterizados experimentalmente y disponibles en la IEDB, y se construyé una base de
datos que luego fue empleada para efectuar una simulacién de la reactividad cruzada. La
misma se llevé a cabo mediante el programa BLASTP, entre la base de péptidos y bases
obtenidas a partir de ventanas solapadas con cada una de las secuencias antes mencionadas.
Esta estrategia permitié seleccionar 3 péptidos como posibles candidatos a contener los
epitopes responsables de la reactividad cruzada determinada experimentalmente.
Finalmente, se realizd el modelado estructural de la subunidad a de B-conglicinina, con el
programa Modeller en el webserver TITO (http://bioserv.cbs.cnrs.fr/HTML BIO/
frame_tito.html), utilizando como molde la estructura cristalina de la subunidad o’ de -
conglicinina (1UIK). También se modeld el fragmento a-CTD, y en mabos casos se localizé los

péptidos seleccionados en su estructura.

Esta tarea se llevd a cabo en colaboracion con el Dr. Gustavo Parisi y la Lic. Virginia
Gonzalez (Unidad de Fisicoquimica, Centro de Estudios e Investigaciones, Universidad

Nacional de Quilmes).

5.2 Obtencidn y caracterizacion de péptidos recombinantes

Teniendo en cuenta el reconocmiento de la secuencia de a-CTD por los sueros y
anticuerpos monoclonales especificos de caseinas bovinas, junto a los resultados
computacionales de comparacidn de secuencia, se seleccionaron 3 péptidos de 20-21

aminodacidos que podrian ser los responsables de |a reactividad cruzada observada, y por lo
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tanto contener los epitopes inmunodominantes. Como se menciond anteriormente se
siguieron dos estrategias de sintesis de péptidos: la sintesis quimica sobre papeles de
celulosa (punto 1.9), y la sintesis como péptidos recombinantes fusionados a MBP (punto
[1.L1). Se emplearon dos estrategias distintas de sintesis de péptidos para favorecer la
formacién de epitopes lineales (sintesis quimica en fase sélida) o conformacionales (sintesis
en forma recombinante y soluble). La caracterizacddn de ambos tipos de péptidos se realizd

empleando las distintos inmunoensayos descriptos

5.3 Ensayos con péptidos sintéticos

La antigenicidad de los péptidos acoplados a los papeles de celulosa se evalud
mediante la aplicacidon de un ensayo EAST, como se indica en la figura 1. Para la optimizacion
del ensayo se evaluaron distintas variables experimentales (solucion de bloqueo, diluciones
de los anticuerpos, tiempos de incubacidn, sistemas de revelado, etc). Como anticuerpos
primarios se emplearon los antisueros polidonales en conejo especificos de PLV o soja,

sueros obtenidos en conejo pre-inmune y solucién de bloqueo (suero equino o TTBS), como
controles negativos.
Incubacidn can

diferantes —
Péptida en I CJ I SUEROS I | conjucapo.
celulosa et Revelado; COLOR en fase SOLUBLE
1 papﬂh‘b.lbu
—

Figura 1 Inmunoensayo con péptidos sintetizados en papel de celulosa.

5.4 Ensayo de scanning de alanina

Una vez identificados los péptidos que contienen los epitopes reactivos se procedio a
identificar los residuos aminoacidicos criticos para la reactividad inmunoquimica de las
proteinas de soja mediante la sintesis de distintos péptidos en los cuales cada aminoacido
fue sustituido por una alanina. Cada uno de esto péptidos fue anclado a papeles de celulosa
de manera de tener un Unico tipo de péptido por spot, y varios spots por membrana (21 6 22
spots segln sea P1, P2 o P3) (JPT Peptide Technologies GMBH, Berlin, Alemania). Las
membranas se revelaron como se menciond anteriormente con los distintos anticuerpos
primarios y en este caso el revelado se realizé por quimioluminiscendia. Brevemente, las
membranas se sumergieron en metanol por 5 min y luego se lavaron con TBS (3 lavados de

10 minutos cada uno). Se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacién
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en SE 3%v/v en TBST, y luego se incubaron con el anticuerpo primario diluido en SE 1%v/v en
SF durante toda la noche a 49C. El anticuerpo secundario correspondiente se incubd por 2
horas a 372C, para luego realizar el revelado por quimioluminiscencia. Las membranas
utilizadas se lavaron en TBS, luego con agua bi-destilada y se guardaron sumergidas en TBST

a 49C, para su posterior reutilizacion (o “stripping”).

6 ENSAYOS IN VIVO E IN VITRO EMPLEANDO UN MODELO MURINO DE

ALERGIA ALIMENTARIA, PARA LA CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA

REACTIVIDAD CRUZADA

6.1 Plan de sensibilizacion

Se emplearon ratones machos de 5 semanas de edad de la cepa BALB/c para su
sensibilizacién por via intragastrica (ig). Mediante una sonda metdlica se administré la
soluddn del antigeno (PLV) en buffer bicarbonato pH 8 junto a toxina colérica (Sigma) como
adyuvante mucosal. Dos horas antes de cada administracién se les retiré el alimento y 30
minutos antes se les administré 200 pl de una solucién de NaHCO; al 3% pH 8 para disminuir

la acidez estomacal.

El plan de sensibilizacidn consistid en una administraciéon semanal, durante 4-6
semanas segun los niveles séricos de IgE especifica a PLV. La semana siguiente se realizd el

desafio oral con PLV y la semana posterior, con el extracto proteico de soja.

Los animales se agruparon en 2 lotes: animales sensibilizados (toxina colérica y PLV)

y animales control (PLV 6 toxina colérica).

6.2 Evaluacion de la aparicion de signos clinicos post-desafio oral

Luego del desafio oral con PLV o soja se observé la aparicion de signos clinicos
compatibles con una reaccién alérgica tal como se presenta en humanos. En forma simple
ciego y con distintos observadores se evalud la aparicion de signos clinicos en los 60 minutos
posteriores a la administracdén del antigeno. Se asigha un determinado puntaje
correspondiente a un score clinico que oscila entre O (sin signos clinicos) y 5 (muerte del

animal) segun la siguiente escala:
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0= ausencia de signos clinicos

1=rascado de nariz y cabeza, enrojecimiento alrededor de la nariz, pabellén auricular y/o
mucosa ocular

2= edematizacién alrededor de ojos y boca, pelo erizado, baja actividad general y/o baja
actividad con aumento de la frecuencia respiratoria

3=respiracion dificultosa, cianosis alrededor de la bocay cola
4=inactividad posterior a un estimulo, convulsiones

5=muerte

Para cada animal y en cada ensayo se calculé un score final sumando los distintos
puntos en caso que se observara mas de un sintoma en forma simultdnea o secuencial.

Luego se calculd el valor promedio, y la desviacidn standard para cada lote de animales.

6.3 Pruebas in vivo

6.3.1 Prueba de hipersensibilidad cutanea inmediata

Un dia antes de la prueba los ratones fueron afeitados en sus flancos derecho e
izquierdo. Los ratones fueron inoculados por via subcutdnea en la zona afeitada, con 50 pl de

una solucién del antigeno en SF en un lado y control negativo (SF) del otro.

La cantidad de antigeno a utilizar se determind previamente por titulacidn,
encontrandose que para este modelo 4 mg/ml de PLV es la minima concentracion de
antigeno que produce una reaccién positiva (extravasaciéon de colorante con edema) en la

zona de inoculacidn en los animales sensibilizados.

Una vez realizada la inoculacion por via subcutanea, los ratones fueron inyectados
por via intravenosa con 100 pl de azul de Evans al 0,25 % p/v en solucion fisioldgica, para
visualizar la reaccddn inflamatoria. La concentracién dptima del colorante también fue

previamente determinada.

La reaccidn fue considerada positiva cuando se observd extravasacion del colorante
azul en la piel a simple vista en la zona de inoculacidn (mancha con diametro mayor de 3
mm) Se considerd una reaccién positiva y sistémica cuando la extravasacién del colorante

excedid los sitios donde se inoculé el antigeno.
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6.4 Ensayos in vitro

6.4.1 Evaluacion de la respuesta inmune humoral

Se midieron los niveles séricos de distintos isotipos de anticuerpos especificos para
proteinas de leche de vaca (PLV) o de proteinas de soja mediante el empleo de ensayos
inmunoenzimaticos desarrollados (ELISA indirecto), a partir de muestras de sangre extraidas
del plexo retro-orbital de los animales de ambos lotes. Se optimizé la cantidad de antigeno
con la que se sensibiliza la fase sélida y la concentracién del anticuerpo secundario
conjugado. Como controles negativos se emplearon sueros de animales no sensibilizados, o

fosas sin sensibilizar, o se omitié el anticuerpo primario (suero de los animales en este caso).

* Determinacion en suero de IgE por EAST
Activacidn de papeles con BrCN

Se activaron papeles de celulosa como fase sélida para lo cual se sumergieron 20 g
de discos de papel de filtro (Whatman) de 5 mm de diametro en una solucién conteniendo
20 g de BrCN en 500 ml de agua destilada, bajo campana. Se llevd a pH=10,5 con NaOH 1M.
Luego se realizaron lavados sucesivos utilizando las siguientes soluciones: NaHCO3 0,005 M,
agua destilada, acetona 25 %, acetona 50 %, acetona 75 %, y acetona 100 %. Los discos de

papel se secaron a Temperatura ambiente y se guardaron a -202C hasta su utilizacion.

Serologia para IgE

Para la determinacién de la IgE especifica en el suero de los ratones, se emplearon
los discos de papel activados con CNBr, los cuales fueron sensibilizados con los diferentes
extractos proteicos a razon de 1,75 mg/ml de PLV 0 0,5 mg/ml de proteinas de soja en buffer

0,1 M carbonato/bicarbonato pH 8.5 seglin el método de Ceska (Ceska 1981)

Se incubaron los papeles con el extracto proteico durante toda la noche a
temperatura ambiente, luego estos fueron lavados con buffer de sensibilizacion (buffer
carbonato pH 8.5) y blogueados con una solucidn 0.05M de etanolamina durante 2 horas en
agitacion a temperatura ambiente. Los papeles sensibilizados y bloqueados se guardaron en

la heladera en PBS con azida sddica hasta su utilizacidn.

Luego se incubd cada disco de celulosa sensibilizado y bloqueado, con 50 ul de suero

de ratén sin diluir durante 16 hs a 42C. Luego de realizar los lavados, los papeles se
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incubaron con 50 pl del anticuerpo anti-IgE de ratdn biotinilado (BD Pharmigen), llevado a
una concentradon de 2 pug/ml con diluyente (SE 3%v/v en SF), durante 5 horas a 42C. Se
lavaron los discos nuevamente y se incubaron con avidina conjugada a fosfatasa alcalina
(SIGMA, 1:1000 en el mismo diluyente) durante 30 minutos a 372C. Finalmente se agregd la
soludon de sustrato PNPP, deteniéndose la reaccion 20 minutos mas tarde con 100 pl de
EDTA 0.1 M. Se midi6 la absorbancia a 405 nm en el lector de placa (Sirio SAECS, Radim

Company, ltalia).

* Determinacion en suero de IgG1 e, IgG2a por ELISA indirecto

Se sensibilizaron placas de microelisa de poliestireno (NUNC, Maxisorp) con 1 pg/
fosa de PLV o de extracto proteico de soja diluidos en buffer de sensibilizacidon (buffer
carbonato pH 8.5), las cuales fueron posteriormente bloqueadas e incubadas con 100 ul de
los sueros diluidos 1:200 en diluyente (1 hora a 372C). Luego se incubd con el anticuerpo
secundario obtenido en oveja especifico, seglin el isotipo a determinar (Dako, 1:2000),
durante 1 hora a 37°C. Finalmente se incubd con un suero obtenido en cabra anti-
gammaglobulina de oveja conjugado a peroxidasa (Jackson, 1:10000) durante 1 hora a 372C.
Se agregaron 100 pl de soluddn de sustrato/cromdégeno para peroxidasa (H,0,-OPD).
Después de 15 minutos la reaccién se detuvo con 50 pl de H,SO, 2N y se midid la densidad

Opticaa492 nm.

6.4.2 Cuantificacion de parametros séricos relacionados con anafilaxia:

dosaje de histamina

Se determinaron los niveles plasmaticos de histamina utilizando un ELISA

competitivo directo de origen comercial (Veratox, de Neogen Corp.).

Treinta minutos después del desafio oral, se recolecté sangre del plexo retro-orbital
en tubos conteniendo 20 pl de heparina sédica (5000 U por ml, Abbott) diluida 1/5 en
solucidn fisioldgica. Para minimizar la degradacidon de la histamina las muestras se colocaron
en bafio de hielo inmediatamente después de la extracciéon, luego fueron centrifugadas a
850xg durante 10 minutos a 4°C, y luego se separd el plasma. Se conservd a —20°C hasta su

analisis.

Se realizd el ensayo segun las indicaciones del fabricante. Brevemente, se mezclaron

100 pl de las muestras de plasma o de los controles (0, 2.5, 5, 10, 20 y 50 ppm de histamina),
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con 100 pl del conjugado (Histamina conjugada con Horseradish Peroxidase). Se tomaron
100 pl de la mezda y se adicionaron a los podllos sensibilizados con anticuerpo anti-
histamina. Luego de 10 minutos de incubacidn a temperatura ambiente, se realizaron los
lavados, y se agregaron 100 pl del sustrato/cromégeno (H,0,/TMB), y se detuvola reaccién a
los 10 minutos. Se leyé densidad éptica a 620 nm en lector de microelisa. A partir de los
valores de DO de los estandares, se construyd una curva de calibracién DO gy0nm VS.
concentracién de histamina (ppm), que permitié calcular la concentracion de histamina en

las muestras analizadas, mediante la aplicacidn de lafundén matematica logit(p).
6.4.3 Evaluacion de la respuesta inmune celular: dosaje de citoquinas

Se evalud la presencia de linfocitos T especificos del antigeno generados
durante la sensibilizacion mediante ensayos de proliferacion y secrecién de
citoquinas a partir de esplenocitos. Para tal fin se extrajo el bazo de los ratones del
grupo control y del grupo de animales sensibilizados, el dia posterior al desafio oral
con PLV. El érgano extraido se colocd sobre una placa de Petri con 12 ml de medio
GKN estéril y fue disgregado cuidadosamente con ayuda de una aguja. Se realizé el
recuento de células presentes mediante el empleo del colorante vital Tripan blue, se
centrifugd (5 min a 500xg) y resuspendid el pellet celular en medio de cultivo RPMI
estéril suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% vy antibidticos

(estreptomicina, penicilina) a razén de 8x10° células/ml.

El cultivo de esplenocitos se realizd en placas de cultivo celular de 48 fosas
(Cell Star ® GBO), colocando 500 ul de la suspensién celular (4x10° células/fosa) y
500 pl de solucién en RPMI de los siguientes estimulos antigénicos: PLV (2000
ug/ml), extracto proteico de soja (400 pg/ml), a-CTD recombinante (176 pug/ml), y la
subunidad o recombinante (180 pg/ml). Como controles del ensayo se empled
Concanavalina A (5ug/ml) como control positivo, o medio RPMI como control

negativo.

Luego de 72 hs de incubacién a 372C en atmdsfera controlada se cuantificé en
el sobrenadante de los cultivos la presencia de citoquinas mediante el empleo de un
ELISA de captura indirecto de origen comercial: interferon gamma (Mouse IFN-y
CytoSetTM,BioSource, Invitrogen) e Interleuquina-5 (Mouse IL-5 CytoSetTM,

Invitrogen). Se introdujeron algunas modificaciones técnicas al protocolo indicado
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por el fabricante para optimizar el ensayo en funcidon de las concentraciones de
citoquinas presentes en los sobrenadantes de los esplenocitos. Brevemente, se
sensibilizaron las placas de ELISA (NUNC, MaxiSorp) con 100 ul/fosa de una dilucién
1/800 del anticuerpo de captura correspondiente a cada caso en buffer de
sensibilizacion pH=9.0, durante toda la noche a 42C. Luego se realizo el bloqueo con
300 pl/fosa de “Buffer Assay” (pH=7.4) durante 1 hora a 372C, y luego de los lavados
correspondientes, se incubaron 100 pl/fosa de sobrenadante de cultivo, ademas de
las soluciones estandar para la curva de calibracidn (provistos por el kit), junto con 50
ul/fosa del “anticuerpo de deteccién” (anti-ratdén IFN-y-biotinilado 1/600 6 anti-ratdn
IL-5 biotinilado 1/2000), durante toda la noche a 4°C. Finalmente, se realizd una
incubacion de 1 hora a 372C con una dilucién 1/1333 del reactivo Streptavidin-HRP
(0,2 mg/ml). Se empledé OPD-H,0, como sustrato y luego de detener la reaccion con
H,S04 2N se midid densidad d6ptica a 492 nm. La concentracion de citoquinas en el
sobrenadante de cultivo se calculé a partir de la curva de calibracién construida con

los estandares (DO492nm VS. Concentracidn de citoquinas en pg/ml).
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Capitulo 1

1.1 INTRODUCCION

La percepcion de la ocurrencia de una alergia a leche de vaca es mayor que la ALV
confirmada. En la literatura pueden hallarse valores para chicos en edad pre-escolar de 1-
17.5 %, de 1-13.5 % para edades entre 5y 16 afios y de 1 3@ 4% en adultos. Sin embargo
cuando se realiza el diagndstico, induyendo la prueba de desafio oral con placebo, los
valores se situan entre 0.5y 2 % para pre-escolares, 0.5-1% para 5 a 16 afios y menor al 0.5
% para adultos (F Rancé, Grandmottet, and Grandjean 2005; Rona et al. 2007). Estos datos
significan que entre 10 y 25 millones de padientes en Europa tienen alergia alimentaria, con
una progresion creciente acorde al aumento demogréfico sostenido que se ha observado en
los dltimos afos. Estos datos en conjunto plantean que esta patologia constituye un
importante problema sanitario a enfrentar. La situacién es alin mds grave si se considera que
en los ultimos 10 afios sélo existen 5 trabajos de seguimiento durante aproximadamente un
afo en los cuales se determina la prevalencia empleando DBPFCF para confirmar la alergia
alimentaria, por lo cual la situacién podria ser aln mdas complicada dado que estos estudios
estan limitados a paises del norte de Europa, Inglaterra y Espafia (Arne Hgst et al. 2002;
Kvenshagen, Halvorsen, and Morten Jacobsen 2008; Venter et al. 2006; Marklund, Staffan
Ahlstedt, and Nordstrém 2004; K M Saarinen et al. 1999). Sin embargo en los Ultimos afios se
han lanzado programas multidisciplinarios conformados por varios paises y numerosos
grupos para establecer datos de prevalencia de alergias alimentarias (EuroPrevall

Project/2005 www.europrevall.org).

Se ha descripto que los signos dinicos mas frecuentes son los intestinales (32-60 %
de los casos), cutaneos (5-90%) y anafilaxia (0.8-9%), siendo este ultimo el mas grave y
preocupante, ya que el mani y la leche son la prindpal causa de reacciones fatales en
pacientes con alergia alimentaria (Macdougall, Cant, and Colver 2002). Las proteinas de la
leche de bovina constituyen junto a las del huevo los alergenos alimentarios mas frecuentes,
aunque nuevamente estos estudios se han realizado en un nimero limitado de paises. Esta
patologia se presenta principalmente en la primera infancia y puede ser un reflejo de
factores asociados con hdbitos dietarios de la poblacién, forma de preparaciéon de los
alimentos, caracter inmunogénico de sus componentes, resistencia de los alergenos al
procesamiento fisico y quimico durante el procesamiento industrial, resistencia a la digestién
en el tracto gastrointestinal, etc. Por estas razones para obtener hidrolizados hipoalergénicos

aptos para emplear durante el tratamiento sustitutivo se debe recurrir a métodos de
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procesamiento intensos: hidrdlisis enzimatica intensa seguida de tratamientos fisicos (altas
temperaturas, altas presiones, ultrafiltracidn, etc) o a combinaciones de los mismos para
lograr alterar los distintos epitopes lineales y conformacionales. Este tipo de hidrolizados
junto a las féormulas individuales de aminoacidos son ampliamente utilizadas ya que han
resultado ser las mds efectivas en distintos estudios. Sin embargo, como se mencioné
anteriormente, por diversas razones se debe recurrir a otro tipo de sustitutos lacteos y las
féormulas a base de proteinas de soja son frecuentemente empleadas luego de los 6 meses
de edad (Walker-Smith 2003; A Hgst and S Halken 2004). Sin embargo, existen controversias
sobre su uso dado que se ha observado que los pacientes desarrollan una intolerancia dinica

a las mismas durante el tratamiento.

En este trabajo nos interesa caracterizar a las proteinas de soja que son empleadas
en las férmulas sustitutas, dado que estudios previos de nuestro grupo confirmaron que no
existe contaminacidon cruzada con proteinas de leche de vaca y que existen proteinas de
reactividad cruzada. Como se ha mencionado previamente dos o mas alergenos presentan
reactividad cruzada si los anticuerpos IgE o los receptores de células T especificos son

capaces de interactuar con ellos indistintamente (F Ferreira et al. 2004).

Las caseinas se han identificado y caracterizado como los prindpales alergenos de la
leche bovina (Spuergin et al. 1997, Docena et al. 1996), mientras que en la soja se han
caracterizado al menos 21 proteinas alergénicas (Shannon Wilson, Blaschek, and de Mejia
2005) con capacidad de unir anticuerpos IgE y provocar reacciones digestivas y respiratorias.
Estos alergenos pertenecen a distintas familias proteicas, siendo los principales alergenos las
proteinas P34 (Gly m Bd 30K), Gly m Bd 68K y la subunidad o de B-conglicinina 7S de soja
(Gly m 5) en poblaciones americanas y japonesas (Mittag et al. 2004). Nuestro grupo ha
identificado a la glicinina G4 (subunidad A;A,B; ) como la proteina de soja que comparte
epitopes IgE con caseinas bovinas y por lo tanto, la responsable de la reactividad alergénica

observada in vitro (Rozenfeld et al. 2002).

Por lo tanto, considerando que laintolerancia dinica a las proteinas de soja durante
el tratamiento sustitutivo podria deberse a la existencia de la glicinina G4, que muestra
reactividad cruzada con caseinas bovinas, decidimos estudiar la reactividad inmunoquimica

de esta glicinina frente a distintos anticuerpos especificos anti-proteinas de leche de vaca.

Renata Carciargllo - 65-



Capitulo 1

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Clonar el gen codificante para glicinina G4 (Gly m 6.0401) de soja, expresarlo en E.coli,

purificarlo y evaluar su reactividad inmunoquimica in vitro.

o Caracterizar inmunoquimicamente las proteinas de soja de la variedad Raiden (Glycine
max. L. Merr var. Raiden), que naturalmente no poseen el gen codificante para glicinina
G4, para evaluar su utilizacion como posible sustituto lacteo hipoalergénico en pacientes

con ALV IgE mediada.
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1.3 RESULTADOS

* Expresion e Inmunorreactividad de la glicinina de soja A sA4B3 recombinante

Las caseinas son los principales componentes alergénicos de la LV. Estan constituidas
por cuatro proteinas mayoritarias: asl (40%), as2 (10%), B (40%) y k (10%). Empleando
anticuerpos monodonales especificos para a (1D5), B (2A1) y k-caseinas bovinas (3B5), y un
antisuero policlonal especifico contra PLV, se identificd una fraccion de 30 kDa en soja con
reactividad cruzada in vitro, que luego de ser aislada por electroelucén y secuendarla, fue
identificada como As-B;, que forma parte de la subunidad pro-glicinina G4(Rozenfeld et al.
2002). El gen codificante para la subunidad AsA,B; se dond y se expreso en E. coli por medio
del vector de expresidon que se muestra en la figura 1A. Dado que E. coli es incapaz de
realizar las modificaciones post-traduccionales que ocurren en las semillas de soja en
desarrollo, la proteina recombinante AsA,B; se obtuvo en una forma no procesada de 60 kDa,
conocida como pro-globulina. En la figura 1B se muestra esquematicamente la estructura de
AsA,B; en sus dos formas, observandose que la globulina procesada presenta los
polipéptidos AsB; unidos por un puente disulfuro, mientras que el polipéptido A, se integra a

la estructura de la subunidad a través de uniones conformadionales no covalentes.

La pro-glicinina se expresé en E. coli. Como se observa en la figura 1C, el perfil de
proteinas obtenido por SDS PAGE a partir del extracto de E. coli muestra claramente el
incremento en la intensidad de la banda de aproximadamente 60 kDa a medida que
transcurre el tiempo luego de la inducddn. Esta fraccidon proteica mostrd reactividad por
inmunobloting con un anticuerpo monoclonal especifico anti-histidina, confirmando la

presencia de la proteina recombinante (figura 1C).

A B Proglobulina A4jAsB; (61.2kDa) C Tiempode Induccion (h)
T — 0 2 4 6
o B - KDt el
97aa 257aa 1858 2 A
o is-Tag A4ASE3 \'~‘_ . 10.5kDa  30kDa 20.7 kDa 97.41
f B 66.21
/ \
| PETA4ASE3 AsAsBsprocesada = AAsBy
o £854 bps - i
et 105kDa 20.7 kDa
™ 314
N [ A | :
30kDa 20.1
AsB; (31.2 kDa) + A, (30 kDa) 14.4- A

Figura 1. A) Vector de expresdn de la subunidad AsAsBs EI cDNA sin péptido sefial (27 residuos
aminoacidicos) se fusion6 a una secuencia de 6 histidinas, un sitio rombina y tag T7 en su extremo 5. B)
Esquema de la subunidad AsA4Bs; cony sin el procesamiento que ocurre en la semilla. C) SDS- PAGE, 10%
en condiciones reductoras del extracto total de células E.coli BL21 portadoras del plasmido pET AsAsBs antes
de la induccion (tiempo 0) y a distintos tiempos post induccion con IPTG (2, 4 y 6 hs, respectivamente).
Confirmacion de la expresion de AsAsBs recombinante por inmunobloting del extracto de E.cali a 6 horas de la
induccion con un anticuerno monoclonal anti-His. revelado con cloronaftol.
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La proteina recombinante se purificd por cromatografia de afinidad empleando una
resina de Ni(ll), utilizdndose en distintos inmunoensayos para su caracterizacién. La
reactividad cruzada se confirma in vitro por inmunobloting con los anticuerpos monoclonales
especificos contra caseinas bovinas (Figura 2A), y por unién a IgE especifica por dot blot

empleando pooles de sueros de individuos diagnosticados con ALV (Fig. 2B).

05 o ams

974 974 974/
66.2 66.2 66.2+ Lv AsA,B;
43 43- 431
30 30- 301 |
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Figura 2. A) Inmunobloting de AsA4Bsrecombinante purificada con anticuerpos monoclonales obtenidos en
ratén contra a-caseina (1D5), B-caseina (2A1) y k-caseina (3B5), los pesos moleculares relativos se indican a
laizquierdaen kDa

B) DOT BLOT de AsA4B3 con IgE especifica sérica contra leche de vaca LV: Extracto proteico de leche de
vaca; “l y II” coresponden a distintos pooles de sueros IgE positivos para LV.

* Comparacion de la reactividad inmunoquimica de extractos proteicos de dos

variedades de soja por inmunobloting

Dada la reactividad cruzada inmunoquimica previamente caracterizada entre soja 'y
leche de vaca, y laintolerancia a formulas a base de soja observada en pacientes alérgicos a
leche de vaca no sensibilizados a proteinas de soja, consideramos que una variedad de soja
gue no exprese AsA,B; entre sus componente de reserva podria constituir un potendial
sustituto lacteo a emplear en el tratamiento. Dado que la soja Raiden (Glycine max. L. Merr
var. Raiden) naturalmente no expresa AsA;B; (Guo Yan Zhang et al. 2002), decidimos
preparar extractos proteicos a partir de semillas de esta variedad y estudiar su reactividad
inmunoquimica. Los extractos proteicos de ambas variedades, denominadas de ahora en
mds “convencional” y “Raiden” (C y R, respectivamente), se analizaron aplicando diferentes
condidones electroforéticas, de manera de obtener perfiles proteicos diferendales que
permitan, también por inmunobloting, identificar los componentes individuales. Como se
observa en la figura 3A, en presencia de urea 5M y en condiciones no reductoras (“NRe”)
ambos extractos mostraron un perfil muy similar. Sin embargo, la diferencia entre estas
variedades se manifiesta por la ausenda del polipéptido A, en la variedad Raiden cuando la

separacén electroforética se realiza en un gel conteniendo urea 5M y en condiciones
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reductoras (Figura 3, Panel A “Re”). En geles de poliacrilamida 12, 5% preparados sin ureay
muestras sin tratamiento reductor (Figua 3, Panel B “NRe”) se pudo detectar una banda de
30 kDa presente sélo en la variedad Convencional, por lo que esta condicién también
permite distinguir estas variedades de poroto de soja. En cambio si el gel no posee ureay se
realiza en condiciones reductoras (Figura 3B “Re”), ambas variedades presentan el mismo
perfil electroforético. En geles de poliacrilamida 10% en ausencia de urea observamos que
las subunidades a y o’ de B-conglicinina se pueden separar (Figura 3 Panel C) en cambio en

presencia de urea tienen la misma movilidad electroforética (Figura 3, Panel A).
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2017 - 2014 g
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Figura 3. Analisis por SDS-PAGE delos extractos proteicos de soja convencional (C)y Raiden (R).Geles
12,5% en poliacrilamida (A 'y B) y 10 % (C) se prepararon con urea 5M (A) o sin urea 5M (B y C). NRe y Re
indican condiciones no reductoras y reductoras (B-mercaptoetand 5%) respectivamente.a’ a y 8 indican las
subunidades de B-congdlicinina (globulina 7S). AB, A y B corresponden a las subunidades AB, polipéptidos
acidos y basicos de glicinina (globulina 11S) respectivamente. Se indican con flechas las diferencias en la
composicion de subunidades entre ambas variedades de soja. Los patrones de masa molecular (M) se indican
alaizquierda en kDa.

En base a estos resultados se decidid estudiar la reactividad cruzada entre los
extractos C y R con los de proteinas de LV por inmunobloting empleando geles de
poliacrilamida preparados sin ureay muestras sin tratamiento reductor. Para el revelado de
los inmunobloting se emplearon anticuerpos monoclonales especificos de caseinas bovinasy
un suero polidonal especifico de PLV obtenido en conejo. Como puede observarse en la
figura 4 el anticuerpo monoclonal especifico de B-caseina (2A1) reconocid cuatro proteinas
(18, 31, 55y 70 kDa) en el extracto C, y sélo una de 70 kDa en el extracto R. Resultados
similares se obtuvieron con el anticuerpo monodonal especifico de a caseina (1D5), mientras
gue el anticuerpo monodonal especifico de k-caseina (3B5) y el antisuero especifico de PLV
reconodieron principalmente el componente de 18 kDa del extracto C. Cuando los extractos
Cy Rse revelaron con un suero policlonal obtenido en ratdn especifico para las subunidades

o ya’ de B-conglicinina de soja, se pudieron detectar dos bandas en la regién de 70 kDa. La

Renata Curciargllo - 69-



Capitulo 1

de menor tamano de ellas, correspondiente a la subunidad a de B-conglicinina, fue idéntica a

la reconocida porlos anticuerpos monoclonales especificos de caseinas bovinas (Figura 4).
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Figura 4. Inmunobloting de los extractos de soja Convenciona y Raiden. (C y R) con anticuerpos
monoclonales de ratén especificos de (-caseina (2A1), a-caseina (1D5) y k-caseina (3B5), con un antisuero
policlonal especifico para PLV obtenido en conejo, 6 con un antisuero de raton anti subunidades a'y a’ de -
conglicinina. La cantidad de proteinas por calle fue de 10-20 xg.

# Comparacion de la reactividad inmunoquimica de extractos proteicos de
dos variedades de soja por ELISA

Se analizé la reactividad de los extractos proteicos de ambas variedades de soja, y de
la fraccién de AsA,B;, por ELISA indirecto y de inhibicion. En la figura 5 se muestran los
resultados hallados por ELISA empleando el suero policlonal especifico de PLV obtenido en
conejo. En el ensayo de ELISA indirecto, como se describié en Materiales y Métodos, la
concentracion de proteinas empleada para sensibilizar las microplacas fue idéntica para
todos los antigenos (1ug/100ul). Como puede observarse en la figura 5A el extracto de soja
R fue reconocido por el antisuero, al igual que la variedad C que es cualitativamente mas rica
en componentes de reactividad cruzada por poseer AsA,B;. La respuesta observada para esta
glicinina pura en el ensayo indirecto, equivalente a la de un extracto proteico de LV,
confirmd la reactividad in vitro de AsA,B; frente a anticuerpos especificos de LV previamente

observada por inmunobloting.

El ELISA de inhibicién demostrd ademas que tanto la soja C como la R son capaces de
inhibir la unién de anticuerpos especificos de PLV a su antigeno de identidad (PLV)
inmovilizado en la fase sdlida (Figura 5B). El extracto C empleado como inhibidor soluble en
una concentradon de 10 mg/ml permitié obtener un 50 % de inhibicién (IC50) de union de
los anticuerpos a PLV. Como puede observarse, el IC504acto c fue diez mil veces superior al

IC50p.y, mientras que el IC50q,act0  fue mayor que 1C50;,y. Por lo tanto se requieren mayores
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cantidades de las dos variedades de soja con respecto a PLV para desplazar la unién de los
anticuerpos al antigeno de identidad inmovilizado en la fase sélida, y a su vez mayor
cantidad de proteinas de la variedad R que de C. Esto indica por un lado que de la totalidad
de anticuerpos especificos de LV presentes en el suero, existe una fraccion que reconocen
especificamente en forma cruzada proteinas de soja, y por otro, que la proteina AsA,B; es
uno de los componentes involucrados en tal reconocimiento, pues se necesitaron mayores

cantidades de la variedad R para observar el mismo efecto que con la variedad C.

LR
. Inhibidor:
Soja
N 'Ja‘ B 108 + Leche de Vaca
L ® Soja Convencional
¥ Soja Raiden & Zoja Raiden

ae

[

"2 B0

O

z

2

=

LR

=

#
20 4
-

oo . . T T T T T T T ]
1o0m ioom 1goooe 1EE 1E5 1E-L 1E4 o.m1 - B 1 10 0o
1¢Dilucidn Concentracion de Inhibidar (mgiml)

Figura 5. A) ELISA indirecto realizado con suero de conejo policlonal contra PLV frente a distintos antigenos
en fase sélida: Leche de vaca (LV), Soja Convenciona (Soja), AsA4Bs recombinante y Soja Raiden.

B) ELISA de INHIBICION. La unién del suero policlonal de conejo anti PLV (dilucién 1:200.000) al antigeno de
identidad en fase sdlida (1ug/fosa) (PLV) es inhibida por concentraciones crecientes de inhibidor (LV, Soja Cy
Soja R) en fase saluble.

Si bien existen diferencias cualitativas en la composicién de ambas variedades de
soja, éstas no se vieron reflejadas en el ensayo de ELISA indirecto (Figura 5A) pero si se
observaron en un ensayo mas especifico como el de inhibicidn (Figura 5B) donde la

interacciéon Ag-Ac se produce en fase soluble.

Finalmente, se caracterizd por ELISA indirecto la capacidad de unién de anticuerpos
IgE provenientes de sueros de pacientes alérgicos a PLV (y no sensibilizados a proteinas de
soja segun historia clinica), a proteinas de los extractos de soja obtenidos y a AsA,B;
recombinante. De los resultados mostrados en la figura 6 se puede concluir que anticuerpos
IgE especificos de PLV son capaces de unir a los distintos componentes de soja presentes en

CyR,yaA;A,B..
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Figura 6. ELISA indirecto para IgE sérica. Antigenos inmovilizados: Leche de Vaca (1pg/100 pl), extractos
de soja Convencional “C”y Raiden “R”, y AsAsBs recombinante (0,05 ug/100 pl). “Sueros positivos” sueros de
individuos con ALV, “sueros negativos”: sueros de individuos control sin ALV. Cut-off: valor de corte de cada
ensayo.

Todos los sueros evaluados reconocieron componentes presentes en la variedad
Raiden (15/15), mientras que el 93,3% de los sueros se unieron a la soja convendional y a
AsA.B; (14/15). Sdlo uno de los sueros con bajo nivel de anticuerpos IgE especificos para PLV

(clase 1) no reconocid ninguno de los componentes proteicos de soja empleados.
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1.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

En esta primera etapa se estudié la reactividad inmunoquimica in vitro de la glicinina
de soja G4 (AsA,B;), previamente descripta como componente de reactividad cruzada con
PLV, y de los extractos proteicos obtenidos de las variedades de soja Raiden, que

naturalmente no expresa dicha proteina de reserva, y Asgrow o soja convencional.

El gen codificante para la glicinina G4 de soja logrd clonarse y expresarse en E.coli
BL21. La proteina recombinante purificada mostré reactividad cruzada in vitro frente a
diversos anticuerpos especificos anti- PLV: anticuerpos monoclonales especificos de caseinas
bovinas (porinmunobloting), sueros de pacientes con ALV que contenian IgE especifica (por
dot-blot y por ELISA indirecto) e IgG especifica de PLV de un antisuero obtenido en conejo
inmunizado con PLV (por ELISA indirecto y de inhibicidn). Estos resultados obtenidos con la
glicinina AsA,B; recombinante corroboraron la reactividad cruzada descripta previamente
para la forma natural obtenida a partir de un extracto de soja por electroelucidon (Rozenfeld
et al. 2002). Ademads estos resultados demuestran que los hidratos de carbono no estan

implicados en la reactividad cruzada.

Luego se procedié a la caracterizacion del extracto proteico obtenido a partir de
semillas de soja de la variedad Raiden. Compardndolo por electroforesis SDS-PAGE en
condidones reductoras y en presencia de urea con la variedad convencional, se demostré
que el perfil proteico de la variedad Raiden, no posee la glicinina G4 (AsA;B;) en su
composicion. La reactividad inmunoquimica de ambos extractos se ensayd mediante
inmunobloting y ELISA indirecto y de inhibicidon. Claramente se pudo observar que tanto la
variedad C como R presentan componentes proteicos que son reconocidos por anticuerpos
especificos contra PLV. Ademas, el extracto de soja R a pesar de poseer menor cantidad de
componentes de reactividad cruzada que la variedad C, contiene una proteina de 70 kDa de
reactividad cruzada, dado que fue reconocida por dos de los anticuerpos monoclonales
especificos para caseinas bovinas. Consideramos en un principio, en base al PM relativo de la
banda, que se trataba de la subunidad o de la B-conglicinina (Gly m 5.0101). Este
componente ha sido descripto por otros grupos como un alergeno relevante de la soja (T

Ogawa et al. 1995).
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Por otro lado, se han observado algunas diferencias inmunoquimicas entre ambas
variedades de soja. El ELISA indirecto empleando un suero de conejo especifico de PLV
mostré que el titulo de anticuerpos es mayor para la variedad C que para R, mientras que en
el ELISA de inhibicidn se aprecia que las curvas de inhibicién correspondientes a los extractos
C vy R no son paralelas entre si, siendo la IC50 de R mayor que la correspondiente a la
variedad C. Estos resultados indican por un lado, en base ala forma de la curva de inhibicion
gue se trata de un reconodmiento especifico de los anticuerpos por componentes
antigénicos de la soja, y que distintas poblaciones de anticuerpos, con diferentes
especificidades y afinidades estarian reconociendo los distintos componentes de reactividad
cruzada en ambas variedades de soja. Finalmente, la reactividad frente a anticuerpos IgE
especificos de LV de ambas variedades por ELISA indirecto, también demostré menor
reactividad de la variedad R, posiblemente debido a la ausencia de la glicinina G4. Por lo
tanto el reconocimiento de la variedad R por parte de estos anticuerpos se deberia a la
presencia de otros componentes de reactividad cruzada, tal como se evidencié por

inmunobloting.

Dado que la soja es uno de los granos mds importantes cultivados a nivel mundial, se
han realizado muchos avances y aportes para mejorar la calidad nutricional de la soja, asi
como también aumentar la resistencia a los pesticidas mediante diversas modificaciones
genéticas. Esto ha determinado que existan diversos genotipos de soja cultivables (Glycine
max.) con diferencias en sus peffiles proteicos, y por lo tanto en su contenido de proteinas
alergénicas. Resulta relevante entonces estudiar los cambios producidos en los pefrfiles
proteicos mediante diversas técnicas analiticas ya sea para prevenir la introduccddn de
nuevos alergenos 6 componentes téxicos a la dieta de individuos susceptibles, o evitar la
posible reactividad cruzada en individuos sensibilizados (Natarajan et al. 2009; Ladics and
Selgrade 2009; Batista et al. 2007). Es frecuente encontrar en la bibliografia estudios
comparativos entre variedades de soja, por las razones antes mencionadas, en las que se
compara tanto la composicion proteica como su alergenicidad/toxicidad, sobre todo en
aquellas variedades genéticamente modificadas. Por ejemplo, mediante ensayos de ELISA de
inhibicién, SDS-PAGE e inmunobloting de IgE se evalué la reactividad frente a IgE de
individuos alérgicos a soja de una variedad genéticamente modificada para la expresion de
una proteina de resistendia a herbicidas (EPSPS) respecto de la variedad salvaje, hallandose
que la presencia de la proteina EPSPS no incrementa el riesgo alergénico en la soja (Sang-Ha
Kim et al. 2006). También mediante el empleo de herramientas biotecnolédgicas se ha

logrado silenciar genes codificantes para proteinas alergénicas como P34 (Gly m Bd 30k) 6 las
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subunidades a y a’ de B-conglicinina, observandose cambios en la composicidn proteica y
menor alergenicidad de estas variedades de soja para individuos alérgicos a proteinas de
soja (A J Kinney, R Jung, and E M Herman 2001; Eliot M Herman et al. 2003). Sin embargo, no
se han reportado estudios de este tipo destinados a comparar la reactividad cruzada de
diversas variedades de soja con proteinas de LV, o con otros alergenos con los que pueden
presentar reactividad cruzada como los de mani, tal como fue descripto en este trabajo de

tesis.

Por lo tanto, la variedad de soja Raiden demostrd reactividad cruzada residual con
caseinas bovinas y hemos identificado por inmunobloting a la subunidad a/a’ de B-
conglicinina como posible componente responsable de tal reactividad. Dado que se ha
descripto en la literatura a Gly m 5.0101 (subunidad a de B-conglicinina) como uno de los
alergenos de soja (T Ogawa et al. 1995), resulta relevante estudiar la antigenicidad de esta
proteina frente a distintos anticuerpos especificos de PLV para confirmar si ademas se

comporta como un componente de reactividad cruzada con caseinas bovinas.
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2.1 INTRODUCCION

Como se menciond anteriormente, la soja se ha transformado en un alergeno
alimentario y ocupadonal de consideracién (Codina et al. 2002; Ballmer-Weber et al. 2007,
Gomez-Ollés et al. 2007). A pesar que es consumida desde hace varios siglos por poblaciones
del sudeste asiatico, recién en las Ultimas décadas |la industria alimenticia ha intensificado su
empleo en la composiddn de numerosos alimentos. Actualmente la soja es la principal
fuente de proteinas y aceite vegetal del mundo, y alimentos a base de soja se emplean
principalmente como alimento para el ganado. Sin embargo, el alto valor biolégico de sus
proteinas y sus propiedades funcionales (texturizante, emulsificante, etc) ha determinado
gue los alimentos con soja y derivados de la soja sean también intensamente consumidos
por el hombre en una amplia variedad de alimentos procesados. Desde la década del 80 la
alergia a la soja ha sido documentada y actualmente las autoridades regulatorias han
incluido a la soja y sus derivados entre los 8 alimentos que producen la mayor parte de las

alergias alimentarias (www.cf-san.fda.gov/~acrobat/alrgact.pdf). Si bien la prevalencia de la

alergia alimentaria a soja es baja, esta condicion parece ser importante en casos de
sensibilizaciéon primaria a otros alergenos de reactividad cruzada. Se ha detectado
sensibilizacién a alergenos de la soja en pacdientes primariamente sensibilizados al polen de
abedul (Mittag et al. 2004), al mani (T A Beardslee et al. 2000b; Scott H Sicherer and Hugh A
Sampson 2007) y a la leche de vaca (Rozenfeld et al. 2002). Clinicamente la sensibilizacién
primaria a alergenos de soja es responsable de generar sintomas mas severos, mientras que
en pacientes alérgicos al abedul que presentan IgE espedifica contra alergenos de soja la
probabilidad de reacciones sisté micas es menor (Ballmer-Weber et al. 2007), aunque existe
un trabajo que muestra reacciones anafilacticas en estos padentes (Kleine-Tebbe et al.
2002). También se han reportado casos fatales por reacciones anafilacticas con asma severa
causadas por soja en jovenes alérgicos al mani que no presentaban historia previa de alergia
a soja (Foucard and Malmheden Yman 1999). Aunque hemos demostrado la reactividad
cruzada inmunoquimica entre alergenos de soja y leche bovina, no existen estudios clinicos

gue confirmen estos hallazgos.

Las B-conglicininas (Gly m5), junto con las glicininas (Gly m6), son las globulinas de
almacenamiento mayoritarias de la semilla de soja, y estan compuestas por tres clases de

subunidades: a(~67kDa), a’(~71 kDa) y B(~ 50kDa) que en la semilla se combinan formando
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heterotrimeros. La subunidad a, identificada como el alergeno Gly m5.0101

(www.allergen.org), también denominada Gly mBd 60k, es considerada como uno de los

alergenos mayoritarios de soja, teniendo en cuenta que es reconocida por un alto porcentaje
de individuos sensibles a soja (T Ogawa et al. 1995; A Ogawa, Samoto, and Takahashi 2000;
Holzhauser et al. 2009). Holzhauser determiné que el 43% de los individuos alérgicos a soja
(con historia de anafilaxia o desafio oral doble ciego con soja o placebo) tienen IgE sérica
especifica contra Gly m5 (Holzhauser et al. 2009). Por otro lado, se ha caracterizado a este
alergeno empleando modelos animales de alergia en rata (Guo et al. 2008) y ratones (X Liu et
al. 2008). Aunque en un prindpio sdlo la subunidad o (Gly m5.0101) era considerada
alergénica, actualmente también las subunidades o(Gly m5.0201) y B (Gly m5.0301) han

sido caracterizadas como alergenos (www.allergen.org, (Krishnan et al. 2009).

En los ultimos afios ha tenido particular relevancia la implementacion de la
tecnologia de DNA recombinante y la obtencién de proteinas recombinantes, junto con el
posterior desarrollo y empleo de herramientas bioinformaticas, en los avances logrados
tanto en el conocimiento de los sistemas alergénicos, como en la identificacidon y
caracterizacién de grupos de alergenos y reactividad cruzada entre ellos. El conocimiento de
la secuencia aminoacidicas de las subunidades de B-conglicinina ha pemitido su expresion
en forma recombinante en cantidades suficientes para evaluar su reactividad in vivo e in
vitro. Hasta el momento este punto constituia un obstaculo experimental por el bajo

rendimiento en la purificacion del mismo a partir de lafuente natural (Guo et al. 2008).

En particular, teniendo en cuenta que en el capitulo anterior mostramos que la
variedad Raiden posee como componente de reactividad cruzada la subunidad a, y
probablemente la o’ de la B- conglicinina (Gly m 5.01 y 5.02), en este capitulo nos
planteamos estudiar la reactividad de Gly m 5y las caseinas bovinas. No se ha descriptoen la

literatura la importanda de Gly m 5 en las reacciones alérgicas en pacdientes sensibilizados a

PLV.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Optimizar las condiciones de expresion como proteina soluble y purificacion de la
subunidad o de PB-conglicinina, y de un fragmento correspondiente al dominio

carboxilo (C-terminal) de la misma, denominado a-CTD.

Caracterizar inmunoquimicamente de la reactividad de las proteinas recombinantes

obtenidas, empleando anticuerpos especificos contra PLV (antisueros policlonales,

anticuerpos monodonales, e IgE especifica) en distintos inmunoensayos.
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2.3 RESULTADOS

* Optimizacion de las condiciones de expresion de la subunidad a de 8-
conglicinina y del péptido a-CTD, y de la produccion de las proteinas recombinantes

purificadas

Con el fin de expresar los genes codificantes para la subunidad a y a-CTD, y obtener
los componentes polipeptidicos en forma soluble, distintas cepas de E.coli fueron
transformadas con los plasmidos de expresién pET- ma (conteniendo el gen codificante para
o B-conglicinina sin péptidos sefial) y pET-a-CTD (conteniendo el gen codificante para una
deleddn del mismo gen). Las cepas de Escherichia coli empleadas fueron: BL21 (DE3), BL21
Codon Plus, BL21 GROEL/ES y BL21 pLys. Luego, se estudié la expresion en cultivos a baja
escala (10 ml) y a dos temperaturas diferentes (262C y 372C), con el fin de determinar cudl de
las cepas permitia obtener un mayor rendimiento de las proteinas en su forma soluble. En la
figura 1A se presentan los resultados del analisis por SDS-PAGE de los extractos obtenidos a
distintos tiempos de induccion. Como puede observarse la cepa Escherichia coli BL21 (DE3)
mostré una buena expresion de ambos genes, principalmente cuando se realizd un cultivo
por mas de 12hs luego del agregado del inductor (t2), siendo mayor la expresidon de la
subunidad a a la menor temperatura ensayada (26°C). En el caso de la cepa Escherichia coli
BL21 GroEL/ES, (que posee una serie de chaperonas que favorecen el transito de proteinas
entre la fraccion soluble en insoluble y la desagregacién de cuerpos de inclusion), o de la
cepa BL21 plys, (que posee el plasmido Lys que codifica para la lisozima T7 que es un
inhibidor natural de la polimerasa T7), no se observaron diferendas en los peffiles proteicos
de los extractos bacterianos obtenidos luego de la induccién con IPTG en relacidon con los no
inducidos. A diferencia de las cepas anteriores, en el perfil electroforétco obtenido para las
proteinas producidas por la cepa Escherichia coli BL21 Codon Plus evidencié una mayor
capacidad parala expresion de los genes codificantes para las proteinas de soja (siempre se
observé mayor cantidad de proteinas, ain empleando tiempos de induccién mas reducidos y
las dos temperaturas evaluadas). Esto indica que el factor que limita la expresién de estos
genes de soja en E.coli es |la diferendia en el uso de codones entre plantas y bacterias, mas
gue la capacidad de plegamiento o toxicidad de la proteina para la bacteria. Se observa

ademads que el incremento en la temperatura no favorece la acumulacién de la proteina de
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interés (Figura 1A BL21 DE3), lo cual sugiere que aungue la mayor temperatura puede

favorecer la sintesis, en esta condicidn la degradacidon es mas intensa.
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Figura 1. Cinética de expresion de los genes derivados de la subunidad alfa de la beta conglicinina en
distintas cepas de Escherichia coli BL21. A) SDS- PAGE de extractos obtenidos a partir de cepas de E.coli
BL21 (DE3), pLys, GroEL/ES y Codon Plus transformadas con pEt-m- afa y pEt- alfa-CTD.. La induccién se
realizé simultaneamente a 37°C y 26-28°C. Se tomaron muestras a distintos iempos NI: No inducida; t1:5horas
post induccion; t2: toda la noche. Para el caso de alfa-CTD en Codon Plus, t1 corresponde a 2 hs post
induccion y t2 y t3 a 5 hs y toda la noche, respectivamente. M: patron de peso molecular (enkDa). Las flechas
indican las bandas correspondientes ala proteina expresada

B) Inmunobloting con anticuerpo monoclonal a-histidina en el cultivo de toda la noche (ON) de BL21(DE3) a
37°C

C) SDS- PAGE delos extractos de E.cali del cultivo ON de BL21 (DE3)a 26°C.

FS: Fraccion Soluble, Fl: Fraccion Insoluble. C: control de proteina pura.

A su vez, como puede observarse en la figura 1 el componente a-CTD es producido
mds facilmente por las bacterias a cualquiera de las dos temperaturas evaluadas en
comparacién con lo que ocurre con la subunidad a completa. Esto se evidencia al comparar
los perfiles de la subunidad a en la cepa BL21 (DE3) inducida a 372C, revelada con Coomassie
Blue (Figura 1A) y por inmunobloting empleando un anticuerpo anti-histidina (Figura 1B). En
la figura correspondiente al perfil proteico obtenido por SDS-PAGE no se observa la banda
correspondiente a la subunidad a. Sin embargo, y dada la mayor detectabilidad del
inmunobloting, ésta puede visualizarse con el anticuerpo monoclonal especifico para el tag
de histidinas. En la figura 1C se presenta un andlisis de las fracciones solubles e insolubles de
la induccion realizada a 262C, observdandose que a esta temperatura tanto la subunidad a

como la a-CTD se expresan enforma soluble e insoluble.
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En base a los resultados obtenidos a baja escala se realizaron cultivos en mayor
escala con fines preparativos. En principio, se realizé la expresidon de ambos genes en la cepa
BL21(DE3) a 262C, ya que con esta condicién se alcanzé un buen rendimiento en la obtencién
de las proteinas, tanto en forma soluble como insoluble. Sin embargo, al realizar el cambio
de escala la proteina a sélo fue obtenida en la fraccién insoluble, mientras que a-CTD, en

ambas fracciones.

La purificacion de las proteinas recombinantes se realizé en base a la afinidad del tag
de histidinas presente en ambas construcciones por un metal divalente, ya sea Ni (Il) o Co
(I1). Para el caso de las fracciones insolubles del extracto de E.coli BL21(DE3), estas se re-
suspendieron en buffer lisis en presencia de urea 6M y se purificaron empleando una resina
de Ni (ll). La figura 2A muestra los resultados por SDS PAGE de las proteinas obtenidas en
cada etapa de la purificacion de las fracdones insolubles de la expresion de a y a-CTD en
BL21(DE3) a 2629C, es decir, la fraccién no unida (FNU), los lavados (Wash) vy las eluciones.
Como se puede inferir del gel, ambas proteinas se obtuvieron en las fracciones eluidas,

guedando a-CTD con un mayor grado de pureza.

B
M FNU Wash Eluciones M FNU Wash Eluciones M FNU Wash Eluciones
94
il b -2 67 1 oo <
6718 43
-
30 - 20 '
14 :
E

14 :

Figura 2. SDS PAGE de las fracciones de purificacion. A) Purificacién con resina de Ni(ll) de alfa
(izquierda) y afa-CTD (derecha). B) Purificacion con Co(ll) de alfa. M: patron de peso molecular en kDa.
FNU: fraccién no unida. Wash: lavados de la resina. Las flechas indican la proteina purificada obtenida enlas
fracciones de elucion.

Por lo tanto, se decidié emplear la cepa E.coli BL21 Codon Plus para la obtencidon de
la proteina a en la fraccién soluble. Se indujo la expresién de pEt-ma en un cultivo a gran
escala de BL21 Codon Plus a 262C. Luego se purificd la fraccidon soluble en columna con
resina de Co (ll). En esta oportunidad, las fracciones eluidas de la proteina recombinante
mostraron mayor cantidad y grado de pureza que en la purificacddn con Ni (ll), como se
observa en el SDS PAGE de la figura 2B. Por lo tanto en estas condiciones se logré expresar

en forma soluble la subunidad a de la B-conglicinina.

Luego de la purificacién se procedié ala re-naturalizacién de cada una las proteinas.

Las fracciones de elucién obtenidas (en buffer urea 6M) de las resinas de Ni(ll) se diluyeron al
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medio en buffer TrissHCI 1mM pH 8, a fin de reducir la concentraciéon final de urea.
Posteriormente se dializé contra Tris-HCl 1mM pH 8 empleando membranas de didlisis de 14

kDa de punto de corte, durante 48 horas, renovando el buffer tres veces.

Las fracciones eluidas de la purificacién de la proteina a con la columna de Co(ll) (en
buffer con imidazol 150 mM) se dializaron contra agua bidestilada, utilizando una membrana
de iguales caracteristicas que las descriptas anteriormente, para eliminar el imidazol. Luego

de 15 horas, se cambié el agua por buffer Tris-HCl 1mM pH 8 y se dializé durante 15 horas.

La cantidad de proteinas recuperadas luego de cada purificacion y re-naturalizacion
se determiné empleando el método BCA. El rendimiento para la expresiéon en E.coli BL21
(DE3) de la subunidad a fue 1 mg/Litro de cultivo (inducido toda la noche a 269C) y 2,5
mg/Litro de cultivo (inducido en las mismas condiciones) para a-CTD. En el caso de
expresarlas en la cepa BL21 Codon Plus el rendimiento fue de 6 mg/Litro de cultivo (inducido

toda la noche a 262C) para a recombinante.

* Andlisis por inmunobloting de la reactividad inmunoquimica de Ilas

fracciones recombinantes puras.

Se analizaron ambas proteinas recombinantes por inmunobloting empleando
anticuerpos especificos contra PLV. La subunidad a de B-conglicinina recombinante pura fue
reconodda por el suero policlonal en conejo especifico anti- PLV, un anticuerpo monoclonal
especifico anti- a caseina bovina (1D5), y por anticuerpos IgE de un suero de individuo ALV

(Figura3 A, B, y C respectivamente).

ka A B C
Figura 3. Inmunobloting correspondiente a
4. la subunidad alfa recombinante revelado
el e | con: A) suero pdliclonal de conejo ant PLV,
™= - B) 1D5, mAb especifico de afa caseina
43- bovina, C) IgE especifica de un suero
representativo correspondiente a un paciente
30- con ALV.
20-
14-
e

En la figura 4 puede observarse que la fraccion recombinante a-CTD, ademads de
mostrar reactividad frente a estos mismos anticuerpos, fue reconocida por anticuerpos
monodonales especificos de B- (2A1) o de k-caseina (3B5), y por un suero policlonal

obtenido en ratdn especifico de las subunidades a y a’ de la B-conglicinina de soja. Este
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resultado confirma que la secuencia de a-CTD corresponde a un dominio presente en la

subunidad a (Figura 4).

kDa A B C D E

& == T [ Figura 4. Inmunobloting correspondiente a
94- | alfa-CTD recombinante revelado con A)
67- suero policlonal de ratéon ant aa’ de sga, B
antisuero pdliclonal de conejo anti-PLV, C)
43- 1D5, mAb especifico de «caseina bovina, D)
-] (e .y 2A1, mAb especifico de B-caseina E) 3B5,
30- mAb especifco de k-caseina y F) IgE
especifica de un suero representativo

2041 correspondiente a un paciente con ALV.
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* Andlisis por ELISA de la reactividad inmunoquimica de las fracciones

recombinantes puras.

Se empled nuevamente un ELISA de inhibicion para evaluar la capacidad de
desplazamiento de unién de PLV en fase sdlida a anticuerpos especificos de PLV por
proteinas recombinantes de soja en fase fluida. Para lograr un ensayo con mayor
detectabilidad, se realizé el ELISA de inhibiciéon en forma secuencial pre-incubando el
antisuero especifico de PLV con los inhibidores (en fase fluida). Luego esta pre-mezda se
enfrentd al antigeno de identidad (en fase sdlida) y finalmente se evidenciaron los Ac unidos
al Ag en fase sélida empleando un segundo anticuerpo especifico conjugado. Como puede
observarse en la figura 5A las concentraciones de las proteinas puras en fase fluida
necesarias para inhibir la unién de anticuerpos especificos de PLV presentes en el suero de
conejo a las PLV en fase sélida fueron mucho mayores que las de PLV empleadas como
inhibidor en fase soluble. Cémo muestra el gréfico, IC50;,, fue de 0,002mg/ml mientras que
IC504ubunidad o rec 0,2 mg/ml e IC50,.cp fue de 1 mg/ml. Se alcanzé 1C100p,, con 3 mg/ml,
mientras que no se alcanzd el IC100 con las proteinas de soja recombinantes. Ademas se
empled una proteina no relacionada con el sistema, como seroalbdmina bovina (BSA) como
inhibidor soluble en concentraciones crecientes, obteniéndose una inhibicién basal vy
constante inferior al 10% (Figura 5A). La figura 5B corresponde al ELISA de inhibicién
empleando como antigenos inmovilizados las proteinas recombinantes de soja puras
(sensibilizacion con 0,1 pg/fosa), y como inhibidor en fase soluble, a las PLV en distintas
concentraciones. En ambos casos, ya sea para competir por la unidon de anticuerpos
especificos de PLV a la subunidad o de soja o al fragmento a-CTD, el IC50;,, fue de 0,1

mg/ml. En estos ensayos mostrados en el panel B el antisuero policonal especifico de PLV
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debié emplearse a una dilucdn 1:6000 para obtener una curva de inhibicidon sigmoidea,
mientras que los ensayos correspondientes al panel A se realizaron con una dilucién

1:200.000) del antisuero.

A B
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Figura 5. ELISA de Inhibicion empleando un suero de conegjo anti-PLV. A) Ag inmovilizado LV (1ug/well),
inhibidores: a y a-CTD recombinantes Suero de conejo dilucién 1/200.000. B) Ag inmovilizado: a recombinante
(0,1 ug/well) y a-CTD (0,1ug/well),.el inhibidor es LV yla dilucion del Suero de conegjo: 1/6000

Por otro lado, se evalud por ELISA indirecto la capacidad de unidn de las proteinas
recombinantes de soja o extractos de soja y leche bovina a anticuerpos IgE presentes en
sueros de pacientes con ALV. En la figura 6 se observan los resultados de este ensayo, donde
se puede aprecdar que ambas fracciones recombinantes puras fueron reconocidas por
anticuerpos IgE de individuos ALV. El 86,7% (13/15) de los sueros evaluados, ademas de
reconocer proteinas en extractos proteicos totales de LV y soja en este mismo ensayo y
como se mostrd en el capitulo I, se unié a la subunidad a y el 93,3% (14/15) lo hizo para a-
CTD, resultados que concuerdan con los obtenidos por inmunobloting empleando los

mismos sueros.
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© Sueros de pacientes con ALV @® Sueros control
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Figura 6. ELISA indirecto para IgE sérica. Antigenos inmovilizados: Proteinas de leche de vaca “PLV”
(1pg/100 pl), extracto de sgja convencional C (0,05 pug/100 W), subunidad a recombinante r a” (0,05 ug/100 i)
y a-CTD recombinante “r o-CTD’(0,05 ug/100 ul). Sueros Contrdl: individuos NO Alégicos a LV.
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2.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

B-conglicinina (Gly m 5) es la proteina mayoritaria de la fraccion 7S de reserva en
semilla de soja y como se menciond anteriormente, la subunidad a (Gly m 5.0101) ha sido
descripta como un alergeno importante de soja en pacientes con dermatitis atépica (T
Ogawa et al. 1995), alergia alimentaria (Ballmer-Weber et al. 2007; Krishnan et al. 2009),
asma (Codina et al. 2002) y anafilaxia (Holzhauser et al. 2009). Sin embargo, no existen
estudios que muestren la importancia de la misma o de otras globulinas 7S en pacientes

alérgicos a PLV.

Aqui se evalud la expresion de la subunidad a y de a-CTD como proteinas
recombinantes en distintas cepas bacterianas y bajo distintas condiciones experimentales
gue permitieran obtenerlas puras en forma soluble, y en cantidades suficientes para su
analisis inmunoquimico. Por inmunobloting y ELISA ambas proteinas recombinantes fueron
reconocidas por distintos anticuerpos especificos contra PLV, lo cual indica la existendia de
epitopes B (epitopes 1gG) y que la reactividad cruzada no es especifica de hidratos de
carbono, que si estan presentes en las contrapartidas naturales. En el mismo sentido, el
reconodmiento de las mismas por parte de anticuerpos IgE séricos de individuos alérgicos a

LV, indica laexistencia de epitopes IgE.

Mediante los ensayos de inhibicion confirmamos la espedificidad de reconocimiento
de los anticuerpos presentes en el antisuero especifico anti-PLV a los componentes
recombinantes de soja. Por comparacién de los distintos IC50 podemos conduir que en el
antisuero existen distintas poblaciones de anticuerpos especificos contra PLV, algunas de las
cuales son capaces de reconocer epitopes presentes en las proteinas de soja. El hecho de no
lograr un 100% de desplazamiento de los anticuerpos a PLV en fase sélida por las proteinas
de soja en fase fluida indica que existen anticuerpos que no son de reactividad cruzada. En
concreto, estos resultados junto con la forma de la curva de inhibicién sugieren que hay una
poblacién restringida de anticuerpos especificos contra PLV en el suero policlonal que

reconocen especificamente epitopes IgG en las proteinas de sojaray r a-CTD.

A veces la sensibilizacion puede no ser equivalente a la manifestacion sintomatica de
la alergia, y la reactividad cruzada inmunoquimica puede ser mas amplia que la reactividad

cruzada clinica. La afinidad de anticuerpos IgE, el nimero de epitopes en la molécula, las
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caracteristicas conformacionales del alergeno luego de su absorcién en la mucosa, y la dosis
y accesibilidad de los epitopes nativos hadia la IgE unida a células inflamatorias, pueden ser
determinantes de la activacion celular y la consecuente aparicién de los sintomas. En este
sentido, dado que ambas fracciones recombinantes mostraron idéntica reactividad frente a
anticuerpos especificos contra PLV (IgG e IgE), podria inferirse que la reactividad cruzada con
caseinas bovinas de la subunidad a se debe ala antigenicidad de la regidon C-terminal, donde

se localizarian los epitopes responsables de la reactividad cruzada con las PLV.

Por lo tanto hemos hallado un nuevo componente de reactividad cruzada en la
fraccidon de proteinas de reserva 7S, la subunidad a de la B-conglicinina, que presenta una
alta homologia estructural y de secuenda con las otras subunidades de la B-conglicinina
(subunidades a’ y B) (N Maruyama et al. 1998; Yukie Maruyama et al. 2004). No descartamos
la existencia de epitopes de reactividad cruzada en estas otras dos subunidades ya que por
inmunobloting de los extractos totales de soja mostrados en el capitulo anterior hemos
observado reactividades IgG en zonas con PM relativos correspondientes a estas fracciones.
Ademas, el polipéptido a-CTD que mostrd reactividad cruzada con los distintos anticuerpos
especificos de PLV, por lo cual concluimos que contendria epitopes IgG e IgE, corresponde al
dominio carboxilo terminal de las 3 subunidades de la B-conglicinina por la homologia entre

las mismas antes mendonada.

Estas tres subunidades de la beta-conglicinina junto con la glicinina A;A,B; presente
en la soja convencional podrian ser las responsables de la reactividad cruzada dinica
observada en ciertos pacientes alérgicos IgE-mediados a PLV que son tratados con sustitutos
lacteos a base de proteinas de soja (Zeiger et al. 1999; Klemola et al. 2002). La confirmacién
de esta hipdtesis requiere profundizar los estudios in vitro e in vivo. Estamos trabajando en
la obtencién en forma recombinante de las subunidades restantes de la B-conglicinina y en
estudios clinicos para evidenciar la reactividad cruzada en pacientes alérgicos a PLV que no
se encuentran sensibilizados a proteinas de soja. Para tal fin es relevante contar con una

historia clinica dirigida a este punto y la implementacién de desafio oral con PLV o de soja.

Por otro lado, la caracterizacion de los epitopes B permitird una mejor comprension
a nivel molecular de la reactividad cruzada. En el préximo capitulo se avanzard en el mapeo

de epitopes de reactividad cruzada presentes en el fragmento o-CTD.
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Capitulo 3

3.1 INTRODUCCION

Dado el rol critico que poseen los anticuerpos IgE especificos en las reaccdones
alérgicas, la identificacion de epitopes By T, en espedal los epitopes IgE, parece ser de gran
importancia para comprender mejor la naturaleza alergénica de ciertas proteinas. Ademas esta
informacién puede tener un impacto directo en el diagndstico, prondstico y tratamiento de las
enfermedades alérgicas. En este capitulo nos interesa mostrar lo realizado hasta el momento
en cuanto al mapeo de epitopes de reactividad cruzada entre proteinas no relacdonadas
filogenéticamente, pero que podrian causar reacciones alérgicas como consecuencia del
reconocmiento de epitopes conservados (Oezguen et al. 2008; Albrecht et al. 2009; Barre et

al. 2008a).

En proteinas de leche de vaca se ha descripto ampliamente |la presencia de epitopes B
en diferentes alergenos (a-, -, k-caseinas y B-lactoglobulina), aunque no se han identificado
hasta el momento epitopes T (P Chatchatee, K M Jarvinen, L Bardina, K Beyer, et al. 2001; P
Chatchatee, K M Jarvinen, L Bardina, L Vila, et al. 2001; K M Jarvinen et al. 2001). En la
actualidad existen trabajos que describen la presenda de epitopes T en el alergeno mayor del
huevo y del mani (Hong et al. 1999; Lemon-Mulé et al. 2008, Buchanan et al. 2007).
Informacidn sobre mapeo de epitopes B y T resulta central al momento de plantear nuevas
estrategias terapéuticas dirigidas a la instauracién de tolerancia oral mediante el empleo de
proteinas o péptidos con baja o nula capadidad de activacion de mastoditos y basdfilos, pero

con capacidad de activadon de linfocitos T.

La presencia de epitopes lineales en alergenos alimentarios es relevante
principalmente porque el sistema inmune se enfrenta a los alergenos luego de haber sido
parcialmente desnaturalizados y digeridos en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, las
proteinas de soja presentan arreglos conformacionales tridimensionales importantes y
muestran una marcada tendenda a asociarse entre si. No existe en la literatura informacién
sobre el estado en el que estas proteinas llegan a la superficie de la mucosa intestinal
absortiva, ni cdmo atraviesan la mucosa como parte del proceso de absorcién de nutrientes. Es
sabido que un 10 % aproximadamente de las proteinas que alcanzan la barrera epitelial son
absorbidas como tales (pasaje paracelular) y pueden hallarse con su conformacién nativaen la
mucosa intestinal, o indusive en circulacién. Por lo tanto, si un trimero o un mondmero (el

trimero se disocia a pHs extremos) de globulinas 7S es capaz de resistir el procesamiento
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digestivo, podria ser reconocido por los elementos del sistema inmune presente en la mucosa
gastrointestinal. Por esta razén no hay que descartar la presencia de epitopes B
conformacionales en estos alergenos, aunque la presencia de secuencias aminoacidicas cortas
portadoras de epitopes B y/o T parece ser lo mas razonable a priori. En este trabajo nos hemos
concentrado en la identificacién de epitopes B lineales (epitopes IgG e IgE) comunes entre
ambos sistemas proteicos, lo cual constituye un indicio de la presencia de epitopes lineales de

reactividad cruzada.

El estudio y la identificacion de epitopes inmunodominantes lineales o
conformacionales pueden ser abordados mediante la aplicacién de diferentes estrategias.
Hemos decidido estudiar |a presencia de péptidos lineales mediante la sintesis en fase sélida
de péptidos que contienen epitopes lineales (seleccionados en base a métodos
bioinformaticos predictivos por comparaciéon de secuendas aminoacidicas). Por otro lado, la
obtencion de péptidos en forma recombinante y fusionado a una proteina de mayor tamafio
permitird analizar la presencia de epitopes conformadonales. Finalmente los ensayos de
scanning de alanina en péptidos obtenidos por sintesis quimica nos pemitird identificar los

aminodaddos criticos para la reactividad inmunoquimica.

Como se mostrd previamente existen zonas conservadas entre las distintas globulinas
de la soja ya que evolutivamente derivan de un mismo gen ancestral. Sobre la base de los
primeros resultados de reactividad cruzada de la glicinina As;A,B; determinamos que la
reactividad estd concentrada en la subunidad B3 (Rozenfeld et al. 2002) y confirmamos esta
reactividad empleando una fraccién recombinante y una variedad de soja natural que carecia
de esta subunidad (capitulo 1). Posteriormente mostramos que la subunidad a de la B-
conglicinina también es un componente de reactividad cruzada con las caseinas y que tal
reactividad aparece fundamentalmente en el fragmento a-CTD (capitulo 2). En este capitulo
nos centraremos en la identificacion y caracterizacion de los epitopes de reactividad cruzada

presentes en este polipéptido.
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3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las regiones responsables de la reactividad cruzada del fragmento a-CTD

con las caseinas bovinas empleando métodos in silico.
Confirmar las predicciones realizadas empleando péptidos sintéticos y recombinantes.

Identificar aquellos residuos aminoacidicos criticos para la inmuno-reactividad

antigénicay alergénica.
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3.3 RESULTADOS

* Andlisis in silico para la prediccion de epitopes de reactividad cruzada

Sobre la base experimental de la reactividad cruzada observada en el péptido
recombinante a-CTD, se inicié un analisis tedrico empleando herramientas bioinformaticas
con el propdsito de localizar regiones de similitud secuencial entre epitopes descriptos en
caseinas bovinas (alfa, beta y kappa) y el péptido a-CTD. Esas regiones podrian contener
epitopes potendales que permitirian explicar la reactividad cruzada observada entre los
sistemas. Ademas el modelado de o-CTD, permitiria localizarlos en la estructura
tridimensional de la molécula. Andlisis similares se han realizado en otros alergenos de
reactividad cruzada y se ha observado que generalmente estos epitopes B se encuentran en
la superficie de la molécula y por lo tanto son accesibles a los anticuerpos presentes en el

medio (Barre, Borges, and Rougé 2005; Barre et al. 2008a; Fu et al. 2007; Sordet et al. 2009).

Las secuencias de las subunidades a, a’ y B de la B-conglicinina y de asl-, as2-, B-y k-
caseinas fueron obtenidas de las base de datos Genbank, y con ellas se efectud la prediccion
de epitopes de reactividad cruzada por alineamiento de las secuencias con los epitopes de
caseinas identificados experimentalmente recolpilados en distintas bases de datos
(Allergome: www.allergome.org; IUIS allergens: www.allergen.org; CSL allergen
www.csl.gov.uk/allergen; FARRP: allergenonline.com; SDAP-Structural Database of
Allergenic Proteins SDAP: fermi.utmb.edu/SDAP; ALLERDB: antigen.i2r.a-

star.edu.sg/Templar/DB/; PROTALL: www.ifr.ac.uk/protall) o bien predichos in silico

empleando distintos algoritmos basados en las propiedades de los residuos de los
aminoaddos o de la estructura, por ejemplo que predicen hidrofilicidad, hidrofobicidad,
flexibilidad, antigenicidad, estructura secundaria, etc.
(www.imtech.res.in/raghava/algpred/,http://tools.immuneepitope.org/tools/,

http://expasy.org/tools/). El resultado de esta primera aproximacion demostrd que a lo largo
de la secuenda de las subunidades de B-conglicinina se encuentran algunas regiones con
mayor similitud secuendal con los epitopes de caseinas bovinas (figura 1), principalmente

con alfa sl caseina.
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Alfa betaconglicinina 287 VPSGTTYYVVNPDNNENLRLITLAIPVNKPG

Alfa prima betaconglicinina 303 VPAGTTYYVVNPDNDENLRMITLAIPVNKPG

Beta betaconglicinina 103 IPAGTTYYLVNPHDHQNLKIIKLAIPVNKPG

Alfa betaconglicinina 356 REEGQQQGEQRLQESVIVEISKEQIRALSKRAKSSS

Alfa prima betaconglicinina 370 REEGQQQGEERLQESVIVEISKKQIRELSKRAKSSS

Beta betaconglicinina 171 RVLFGEEEEQRQQEGVIVELSKEQIRQLSRRAKSSS

Alfa betaconglicinina 472 IELVGLKEQQQEQQQEEQPLEVRKYRAELSEQDI

Alfa prima betaconglicinina 488 IELVGIKEQQQRQQQEEQPLEVRKYRAELSEQDI

Beta betaconglicinina 283 ELVGIKEIQQQKQKQEEEPLEVQRYRAELSEDDV

Alfa betaconglicinina 572 NQRESYFVDAQPKKKEEGNKGRKGPLSSILRAFY

Alfa prima betaconglicinina 588 SQSESYFVDAQPQQKEEGNKGRKGPLSSILRAFY

Beta betaconglicinina 383 KQRESYFVDAQPQQKEEGSKGRKGPFPSILGALY
Figura 1. Comparacién de las secuencias aminoacidicas de las proteinas de reactividad cruzada
estudiadas. Se sefialan en las secuencias de las subunidades de 8-conglicinina aquellas regiones que
presentan mayor similitud con los epitopes de caseinas bovinas descriptos o predichos. Se indican con
diferente color las similitudes secuenciales con cada una de las caseinas; rojo para alfa s1 caseina, violeta
parabetacaseinay azul para kappa.

A las regiones identificadas en la prediccidn anterior se agregaron los epitopes de las

subunidades de B-conglicinina caracterizados experimentalmente y disponibles en la base de

datos Immune Epitope Data Base (IEDB). Se construyd una nueva base de datos de péptidos

y epitopes de B-conglicinina que luego fue empleada para efectuar una simulacion de la

reactividad cruzada, al enfrentarla mediante el programa BLASTP con una base de datos de

epitopes caracterizados y péptidos de las caseinas bovinas creada de manera similar. Los

resultados de la comparaciéon de ambas bases de datos se muestran en la figura 2.

Base de datos de péptidos y epitopes
caracterizados experimentalmente
de las subunidades de B-conglicinina

Base de datos de péptidos y epitopes
caracterizados experimentalmente
delas asl, as2. By k caseinas

Simulacién de la reactividad
cruzada: BLASTP

g

]iU 2|0 3:‘[) 4{0

Alfa-CTD/1-605 1 LITLAIPVNKPGRFESFFLSSTEAQQSYLQGFSRNILEASYDTKFEEINKV 51
15425631/1-621 1 MITLAIPVNKPGRFESFFLSSTQAQQSYLQGFSKNILEASYDTKFEEINKV 51
21465631/1-416 1 1 IKLAIPVNKPGRYDDFFLSS5TQAQQSYLQGFSHNILETSFHSEFEEINRY 51
coPeptidol . pept&lglo2 90 100
Alfa-cT0/1-605 52 LF S REAEECPEEHLLIGTEY AT T KT ISSEDKPEN 102
15425631/1-621 52 LFGR[AFeLo ololef FTANNIRY (RUFEFTLANAIRTCENERTI : KT I SSEDKPFN 102
21465631/1-416 52 LFGE[@3----- EQRQQEGMIVELS KEQI RQLS RRAKS S S ESEERNT S LIV
110 120 130 140 150
Alfa-CTD/1-605 103 LRSRDPIYSNKLGKFFEITPEKNPQLRDLDIFLS IVDMNEGALLLPHFNSK 153
15425631/1-621 103 LRSRDPIYSNKLGKLFEITPEKNPQLRDLDVFLSVVDMNEGALFLPHFNSK 153
21465631/1-416 98 LRSRNPIYSNNFGKFFEITPEKNPQLRDLDIFLSSVDINEGALLLPHFNSK 148
peptido3
160 170 180 190 200
Alfa-€TD/1-605 154 A1V I LV INEGDAN NI LEETIIN RKYRAELSEQD I FVI P 204
15425631/1-621 154 AIVVLV INEGEANNARTAR LTl ALl AN RKYRAELSEQD I FVI P 204
21465631/1-416 149 A1V 1LV INEGDAN[NARAANILAANCILNAIAINA QR Y RAELSEDDVFVI P 199
210 220 230
Alfa-CTD/1-605 205 AGYPVVVNATSNLNFFAIGINAENNQRNL 233
15425631/1-621 205 AGYPVVVNATSDLNFFAFGINAENNQRNL 233
21465631/1-416 200 AAYPFVVNATSNLNFLAFGINAENNQRNL 228

con caseinas de LV (regiones recuadradas).

Figura 2. Esquema dela metodologia utilizada para la prediccién de posibles epitopes intervinientes en
la reactividad cruzada. El resultado obtenido se muestra mediante el alineamiento de alfa-CTD con las
subunidades o y 8 de B-conglicinina, en azul se indican las regiones con mayor similitud secuencial con
caseinas bovinas.Se seleccionaron tres péptidos como las zonas de posibles epitopes de reactividad cruzada
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De esta simulacion de reactividad cruzada, se seleccionaron tres secuencias
aminoacidicas que de aqui en adelante se denominardn “péptido 1”, péptido2” y “péptido3”,
presentes en a-CTD (entre los residuos 57 y 187) y en las subunidades a (gi 121281), a'- (gi
15425631) y B- (gi 21465631) de la B-conglicinina (entre los residuos 357 y 493), como se
indica en la figura 3, las cuales presentan la mayor similitud secuendal con las caseinas,
bovinas. Los péptidos 1y 2 poseen 20 aminoacidos cada uno y sus secuencias estan solapadas,
mientras que el péptido 3 tiene una longitud de 21 aminoacidos y se encuentra en el extremo

C-terminal en la secuencia aminoacidica.

Péptido 1 de a-CTD

B-caseina

B-caseina

asl-caseina TVPNSAEEREH-SVMKEGEH
Péptido 2 de a-CTD 376 .E

asl-caseina PEVF E
asl-caseina KHI EDV
Péptido 3 de a-CTD a7 FV

B-caseina NKKI

as1-caseina ERBHS

K-caseina L

as2-caseina S

Figura 3. Alineamiento de los péptidos identificados para alfa-CTD con epitopes IgE
descriptos de caseinas bovinas. En rgo se indican los residuos idénticos y en naranja aquellos
estructuralmente homdlogos, presentes en epitopes IgE de caseinas bovinas.

Estas regiones de similitud de secuencias entre a-CTD vy las distintas caseinas bovinas
identificadas in silico podrian explicar los resultados obtenidos en los capitulos anteriores

empleando anticuerpos monodonales especificos contra distintas caseinas.

* Clonado y expresion de péptidos recombinantes

Con el propésito de probar si las prediccdones realizadas aplicando métodos de
analisis in silico eran correctas y si los péptidos responsables de la reactividad cruzada
pudieran contener epitopes conformacionales, se decidié obtener una delecidn de la
subunidad alfa que comprendiera las secuencias de los péptidos 1, 2 y 3 y clonar estos
péptidos fusionados a una proteina no relacionada con el sistema (MBP o maltosa-binding
protein). Para ello se emplearon los primers mostrados en la tabla 1 de Materiales vy
Métodos, que amplifican la regidn de la subunidad alfa de la beta conglicinina mostradaen la
figura 4. Dependiendo de las combinaciones de primers realizadas se obtuvo la zona

completa denominada P123 o bien solo una parte correspondiente a los péptidos 12
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930

1260

1530

1630

1770

(indicado en azul) o péptido 3 (indicado en rojo). Estos primers fueron disefiados para hacer
un clonado direccional en pENTR (Invitrogen) o pET200 D/TOPO (Invitrogen) ajustandose el
marco de lectura de forma tal que al transferir esta secuenda a un vector de destino de
expresion (pDEST-HIS-MBP) o bien directamente el producto de PCR clonado en pET200,
guedara en el marco de lectura con el o los tags de purificacion. El mutante P123 contiene la
secuencia nucleotidica que abarca los tres péptidos (1 y 2 estan solapados, luego hay una
zona donde no hay similitud con caseinas bovinas y continla con el péptido 3). Los
fragmentos P12 y P3 poseen sdlo las zonas de similitud secuencial con caseinas, y los limites
fueron establecidos teniendo en cuenta la estructura tridimensional de la beta conglicinina
(N Maruyama et al. 2001), tratando de mantener las regiones de estructura secundaria

intactas.

F-alfa-CTD
—_—
. CATACCCGTT
catacccgtt zacaagoctyg gtagatttga gagttte

ac ttgcazggat tcageaggaa cattttagag goctcctacy ataccaaatt
lycinin.

F-Pep1-2-3

caccC TGTTTAGTAG AGAGGAAG
cgaggagata aacaaggt]

Ropept2
GGG TAGATGAGGT TGTTCact

F-pep3
Ca CCATCTTCCT CAGTATTGTG G
tgg 4
peptido3
Y -1 3 s == 161 o104 R o TR o= o s 11 ol o >
npgl rdl d41if 1 s i v dmn e ga 111 0p n fn s ka i1iv il v in e gd
R-Pepl-2-3
T GCCTTTATAT CTCGGCTTAC t

> alpha subunit beta-conglycinin. ... ... ..., .. .

I 1 } e g g p 1l e r } r ae 1 s e g d i v ip

aggttatcca gttgtggtea acgctaccte

R-alffaprima

TA AAACTCCCGA AAAATGACT
aagggtcctt tgtcttcaat tttgaggget ttttactga
Cee unit be g
n k g r K g 1 s

) taagggazga

Figura 4. Esquema dela obtencién de fragmentos P123, P12 y P3. Se indican las secuencias obtenidas a para
P12 (azul) y P3 (rojo), a partir de la secuencia de la subunidad a de B-conglicinina con los primers especificos

indicados

La figura 5 muestra los resultados de la inducciéon de E.coli BL21 “Codon Plus”
conteniendo pDEST-HIS-MBP-P123. Las condicionesinduccidon (cantidad de inductor, tiempos

y temperaturas) fueron ajustadas como se mostré en el capitulo anterior de forma de
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obtener la proteina recombinante soluble en el citosol. Posteriormente se realizé un cambio

de escala en la produccidn: se pasd de 10 ml a cultivos de 500 ml.

A B C D E
M NI ON NI ON M FNU Wash Eluciones M NI t1 ON NI tl1 ON
— —— —
94
94 T &7
67 - .- — 43 | ;;
43 | 2 2 o o &
30 - o 20
14 oy e
20 e
14 [= =%

Figura 5. Perfiles electroforéticos correspondientes a la expresion y purificacion de los péptidos
recombinantes. A. SDS PAGE del extracto de E.cali pre- y post induccion (NI: no inducida; ON: induccién
toda la noche) de P123; B. Inmunobloting con un anticuerpo anti-histidina sobre la fraccién inducida. C. SDS-
PAGE de las fracciones obtenidas de la purificacion de P123 con resina de Co(ll) (FNU: Fraccién no unida a
la resina, Wash: lavados). D. SDSPAGE del extracto de E.coli pre- y postinduccién a 37°C de P12 en E.cal.
E. SDS PAGE del extracto de E.coli pre- y post induccion a 37°C de P3 Con las flechas se indican los
productos recombinantes obtenidos (NI: No Inducido, t1: 5 hs post induccidn, ON: toda la noche de induccion).

En los paneles A y B se observa que se han logrado buenos niveles de expresién de
P123. Se observan dos bandas de aproximadamente 43 kDa y 80 kDa, pudiendo estas Ultimas
corresponder a dimeros del mismo. Las electroforesis que se muestran en la figura 5 C
corresponden a muestras obtenidas durante la purificacién de P123 en la fraccién soluble
luego de cultivos de 500 ml. Se indujo al expresion a 26°C y se purificé el péptido
recombinante con una columna de resina con Co(ll). Aqui también puede observarse la
presencia de una banda a un PM que podria corresponder a la formacion de dimeros del
péptido fusionado a MBP. Se cuantificd el nivel de proteinas purificadas, el cual fue de 5

mg/L de cultivo inducido.

Para el caso de los fragmentos peptidicos P12 y P3 la expresién también se realizd
usando E.coli BL21 Codon Plus. En la figura 5 (D y E) se muestran los resultados de la
inducciéon de ambas construcciones realizadas a baja escala y a 379C. Cémo puede
observarse, los fragmentos recombinantes P12 y P3 lograron expresarse en Ecoli BL21
Cododn Plus a 379C, y corresponden a proteinas de masa molecular aproximada de 14-16 kDa.
Ademas, se pudo observar expresion luego de 5 hs de induccén para el fragmento P3 (figura
5E), por ser de menor tamafio que P12, del cual sélo se observd expresion a tiempos

posteriores (figura 5D).
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* Inmunoensayos empleando los péptidos recombinantes

Se evalud la reactividad inmunoquimica del fragmento P123 recombinante
purificado frente a anticuerpos especificos de PLV por inmunobloting. En la figura 6 se
observan los resultados empleando un antisuero policlonal obtenido en cabra especifico de
PLV (A), distintos anticuerpos monodonales especificos de caseinas bovinas, 1D5 ( c-caseina)

(B) y 4C3 (B-caseina) (€) y un suero de paciente alérgico a PLV con IgE especifica (D).

B C D EkbDa

b = bl [ 1
-

| 43

30

20
"Si . ey 14

Figura 6. Inmunobloting de P123 frente a diversos anticuerpos especificos de PLV. A) Suero de cabra
anti-PLV; B) 1D5 o anticuerpo monoclonal especifico de a-caseina; C) 4C3 o anticuerpo monoclonal especifico
de B-caseina; D) IgE de suero de individuo con ALV, E) MBP recombinante como control antigénico negativo
revelado con el mismo suero que en D). Los pesos moleculares se indican en kDa. Las dos bandas reactivas
indican el dimero que se obtuvo de la proteina P123 pura.

Se observa en los inmunobloting la presencia de dos bandas reactivas para el
fragmento recombinante P123 puro frente a diversos anticuerpos especificos de PLV. Por
otro lado se deduce que la reactividad inmunoquimica de las construcciones “His-MBP-
P123”, se atribuye a la fraccidon de los péptidos exclusivamente, ya que la proteina MBP
recombinante pura no fue reconocida en los inmunobloting por anticuerpos monoclonales
especificos de caseinas bovinas ni por IgE de individuos con ALV, como se muestra en este

caso en lacalle E.

Para el caso de los péptidos P12 y P3 recombinantes, los cuales no se han expresado
en gran escala aun y por ello no se dispone de sus fracciones purificadas, se evalud su
reactividad frente a anticuerpos monoclonales especifico contra caseinas bovinas por
inmunobloting de los extractos de E.coli de los cultivos no inducidos (NI) y luego de toda una
noche de crecimiento en presenda de inductor IPTG (ON). En la figura 7 se muestra la regién
del inmunobloting correspondiente al tamafio molecular de 14 kDa, donde se localizaron
previamente por SDS-PAGE (figuras 5D y 5E) las bandas de expresion de los péptidos

recombinantes.
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A B C
P12 P3 P12 P3 LV P12 P3
NI ON NL___ON Nl ON NL___ON NL_ ON NI ON

14-

Figura 7. Inmunobloting de extractos de E.coli de expresion de fragmentos P12 y P3. Region
correspondiente al tamafio de 14 kDa para los extractos no inducidos (NI) e inducidos toda la noche (ON) de
E.coli con el gen codificante para P12 y P3, respectivamente, frente a anticuerpos monoclonales especificos
anti a-caseina bovina (A), 6-caseina bovina (B) y k-caseina bovina (C).Se sembraron 15 ul de extracto
bacteriano por calle.LV: Leche de vaca, contral antigénico positivo.

Como puede observarse, el fragmento P12 recombinante demostré reactividad
frente a los tres anticuerpos monoclonales empleados, siendo claramente mayor esta
reactividad con el anticuerpo monodonal especifico contra a-caseina bovina (figura 7 panel
A). En el caso del fragmento P3 sélo se observd diferencia en la reactividad del extracto
bacteriano inducido toda la noche respecto de la fraccidon no inducida con el anticuerpo
monodonal especifico anti- B-caseina (figura 7 panel B). La intensidad de la banda
correspondiente a P12 recombinante en el extracto de cultivo inducido toda la noche (ON),
fue equivalente ala de la banda correspondiente ala fraccién de a-caseinas presente en un
extracto de PLV empleado en el mismo ensayo como control positivo. Estos resultados
indican a priori que la reactividad en P123 observadaen los ensayos de |a figura 6, se deberia
a la presenda de epitopes en el fragmento P12 en comun con epitopes de a, By k-caseinas
bovinas, mientras que el péptido 3, sélo compartiria epitopes con B-caseinas. Sera necesario
contar con los fragmentos purificados P12 y P3 para completar la evaluacidn de su
reactividad por inmunobloting y ELISA frente a otros anticuerpos especificos de PLV y
ademads para evitar el background que pudiera producir la presencia de otras proteinas

propias del extracto bacteriano en este tipo de ensayos.

* Inmunoensayos empleando los péptidos sintetizados en fase solida

Las secuencias aminoacidicas correspondientes a los péptidos 1, 2 y 3 se obtuvieron
en forma individual por sintesis en fase sélida (spot synthesis) adicionando de a un
aminoaddo por vez. Se utilizé papel de celulosa, y se ensayaron distintos métodos de
hidrdlisis para la desproteccién de las cadenas laterales en la etapa final post-sintesis, previo

a su empleo eninmunoensayos.

Estos papeles de celulosa con cada péptido unido covalentemente se bloquearon
empleando distintos sistemas de blogqueo de sitios no especificos, para evitar que el

anticuerpo primario se una en forma inespecifica. Ademas los ensayos se optimizaron en los
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tiempos de incubacidn con los anticuerpos primario y secundario, y las diluciones de los
mismos. En esta etapa de optimizacién se emplearon controles negativos: sueros de los
animales pre-inmunes, antisueros obtenidos por inmunizacién con antigenos no
relacionados con el sistema (Pcc o para-cocddiodis), y péptidos en la fase sdlida con
secuencias aminoacidicas no relacionadas con las de los péptidos seleccionados (poli-

alanina).

En la figura 8 se muestran los resultados de uno de los ensayos donde se
compararon dos series de péptidos sintetizados de la manera descripta en Materiales y
Métodos, pero bajo distintas condiciones de hidroélisis para la desproteccién de grupos
laterales en la etapa final de su sintesis. Como puede observarse en los graficos, bajo estas
condidones experimentales sélo con el péptido 3 se obtuvieron resultados especificos, es
decir DO altas cuando se emplearon los antisueros especificos de leche de vaca o soja, y DO

bajas con el suero control o con la solucidn de bloqueo.

A B

Hidrdlisis 1. Diluciones 1/500 Hidrélisis 2. Diluciones 1/500

mScoa-Leche ™ Scoa-Soja Sco a-Pcc SE3% ® Scoa-Leche Scoa-Soja Scoa-Pcc SE3%
3
— 25
E
o 15
Y
o 1
o B
T T 1 0 T T
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Antigeno Antigeno

Figura 8. Ensayo de reactividad de los péptidos sintéticos con distintas condiciones de hidrolisis,
frente a antisueros policlonales de conegjo. A) Hidrdlisis 1: solucién de TFA, CH;Cl,, TIBS y Fenol.

B) Hidrdlisis 2: salucion de TFA, CH.Cl y TIBS, SIN Fenol.

Bloqueo con SE 5%v/v en solucion fisiolégica, sueros diluidos 1:500 en SE 3% en solucion fisiologica (2 hs a
37°C). Revelado con anti IgG de Conejo-HRP diluido 1:3000 en SE 3%.

“Sco a-Leche, Sco a-soja,Sco a-Pcc”: antisueros pdliclonales de congjo especificos anti- PLV, proteinas de
soja o paracoccidiodo, respectivamente. “SE”: Suero Equino. P1, P2, P3: papeles con cada uno de los péptidos
sintéticos unido covalentemente.

Al modificar la diludén del anticuerpo primario (1/1000) e induir como control
negativo un suero de conejo pre-inmune se obtuvieron mejores resultados para los 3
péptidos en una nueva condicion de hidrdlisis (H3), como se observa en la Figura 9. En este
caso, una dilucién 1/1000 de los anticuerpos primarios pemitié tener resultados de DO
elevada con los antisueros especificos de leche o soja, y DO bajas con los sueros control

negativos.
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A P —_ B e
Hidrélisis 3. Diluciones 1/1000 Hidrélisis 4. Diluciones 1/1000
W Scoa-Leche ™ Scoa-soja Sco NI SE3% B Scoa-leche m Scoa-soja ® ScoNI
3 | 3 -
2,5 - 2,5 4
E 2 T 2
c c
S 15 - N 15
A <
8 1 8 1 A
0,5 0,5 -
0 0 +
P1 P2 P3 Control P3
Antigeno Antigeno

Figura 9. Ensayos de reactividad delos péptidos sintéticos con distintas condiciones de hidrolisis.

A) Hidrdlisis 3: TFA, TIBS, CH:Cl, sin Fmoc y sin Fend, B) Hidrdlisis 4: TFATIBS, CH2Cl2 sin Fmoc y con
Fenol.

Bloqueo con SE 5%vV/v en solucién fisioldgica, sueros diluidos 1:1000 en SE 3% en solucién fisioldgica (2 hs a
37°C). Revelado con anti 1gG de Conejo-HRP diluido 1:4500 en SE 3%."SE”: suero Equino,”Sco a-leche,Sco a-
soja’s sueros policlonales de conejos inmunizados con PLV ¢ soja, “Sco NI” : suero de conejo pre-inmune.
P1,P2, P3 ; Papeles con cada uno de los péptidos unidos covalentemente, “Control”: péptido sintético negativo
(poli-alanina 6 secuencia aminoacidica a azar)

Con este inmunoensayo optimizado pudimos demostrar que los 3 péptidos
selecdonados son reconocidos por anticuerpos especificos contra proteinas de leche de vaca
y de soja. Como control antigénico negativo se emplearon spots que contienen péptidos
sintéticos cuya composicion aminoacidica es idéntica a la de P1 P2 y P3 pero en una
secuencia diferente, o bien péptidos de la misma longitud constituidos Unicamente por
residuos de alanina (poli-ala). Al revelar estos péptidos con los antisueros especificos y el
suero pre-inmune se obtuvieron DO inferiores a los spots con los péptidos P1, P2 y P3. La
condicdn de hidrdlisis 4, que sélo se evalud para el péptido 3, y empleando los mismos
anticuerpos primarios, arrojé resultados poco satisfactorios como puede verse en la figura 9
B, en comparacion con los resultados de los péptidos obtenidos conla condicidn de hidrélisis

3.

* Identificacion de aminodcidos criticos para la inmunorreactividad de los

péptidos

Para la identificacién de residuos aminoacidicos criticos en la secuencia de los
péptidos para la inmunorreactividad de los mismos, se sintetizaron péptidos en fase sélida
en cuya secuencia se reemplaza cada posicidn aminoacidica por un residuo de alanina por
vez. De esta manera para los péptidos de 20 aminoacidos se dispuso de una serie de 21 spots
para cada péptido (para los péptidos 1y 2), mientras que para el péptido 3 formado por 21

aminoaddos, se sintetizaron 22 spots diferentes. La reactividad de los mismos se evalué
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mediante dot-blot empleando distintos anticuerpos primarios especificos contra PLV y se
reveld por quimioluminiscencia para incrementar la detectabilidad. Cabe mencionar que
para cada péptido se dispuso de una membrana con la serie de péptidos en los spots, es
decir membranas con 21 o 22 spots, y que la realizacién de stripping permitid probar
distintos anticuerpos sobre la misma membrana. Como controles negativos para cada
ensayo se emplearon membranas con tres spots correspondientes a péptidos con los

aminoacidos de los péptidos P1, P2y P3 pero ordenados al azar.

En la figura 10 se presentan los resultados correspondientes al scanning de alanina
de los péptidos 1, 2 y 3 con anticuerpos monodonales especificos anti a-caseina bovina
(1D5), B-caseina bovina (2A1 o 4C3) y k-caseina bovina (3B5), y con IgE proveniente de
sueros representativos de individuos con ALV y pacientes control (sin ALV diagnosticaday sin
IgE especifica para PLV). La intensidad del spot luego del revelado de la membrana indica si
la reactividad se mantiene, aumenta o disminuye al reemplazar cada aminoacido por alanina.
En el esquema de la figura ademas, se muestra la secuenda de cada spot y se indica en rojo
el residuo de alanina introducido en cada caso. Los péptidos sombreados en las tablas son
aquellos en los que se observa una disminucién de la reactividad respecto a los spots control

con la secuencia original de cada péptido.
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Péptido 2

Spot Secuencia

1 EEGQQQGEQRLQESVIVEIS

2 AEGQQQGEQRLQESVIVEIS

3 EAGQQQGEQRLQESVIVEIS

4 EEAQQQGEQRLQESVIVEIS

5 EEGAQQGEQRLQESVIVEIS

6 EEGQAQGEQRLQESVIVEIS

7 EEGQQAGEQRLQESVIVEIS

8 EEGQQQAEQRLQESVIVEIS

9 EEGQQQGAQRLQESVIVEIS

10 EEGQQQGEARLQESVIVEIS

11 EEGQQQGEQALQESVIVEIS

12 EEGQQQGEQRAQESVIVEIS

13 EEGQQQGEQRLAESVIVEIS

14 EEGQQQGEQRLQASVIVEIS

15 EEGQQQGEQRLQEAVIVEIS

16 EEGQQQGEQRLQESAIVEIS

17 EEGQQQGEQRLQESVAVEIS

18 EEGQQQGEQRLQESVIAEIS

19 EEGQQQGEQRLQESVIVAIS

20 EEGQQQGEQRLQESVIVEAS

Péptido 1
B 1234 5 6 7 891011 12131415161718 19 20 1234 5 6 7 891011 12131415161718 19 20
21 21
1D5 E ———— »
> A" s e e JEUS
2A1 .
' > .‘* - ) 0" 281 [ v - 2A1
4C3 ; m
3B5 T W s \
3B5
3B5
’ ' Suero
suero ALY M¢ | Suero
ALV r. es s canalh P — AV
Suero
control Suero
Control

Spot Secuencia

1

IVEISKEQIRALSKRAKSSS

2

AVEISKEQIRALSKRAKSSS

3

IAEISKEQIRALSKRAKSSS

4

IVAISKEQIRALSKRAKSSS

IVEASKEQIRALSKRAKSSS

IVEIAKEQIRALSKRAKSSS

IVEISAEQIRALSKRAKSSS

IVEISKAQIRALSKRAKSSS

IVEISKEAIRALSKRAKSSS

10

IVEISKEQARALSKRAKSSS

11

IVEISKEQIAALSKRAKSSS

12

IVEISKEQIRALSKRAKSSS

13

IVEISKEQIRAASKRAKSSS

14

IVEISKEQIRALAKRAKSSS

15

IVEISKEQIRALSARAKSSS

16

IVEISKEQIRALSKAAKSSS

17

IVEISKEQIRALSKRAKSSS

18

IVEISKEQIRALSKRAASSS

19

IVEISKEQIRALSKRAKASS

20

IVEISKEQIRALSKRAKSAS

21 EEGQQQGEQRLQESVIVEIA

21

IVEISKEQIRALSKRAKSSA

1234 5 6 7 891011 121314151617 18 19 20
2122

1 IELVGLKEQQQEQQQEEQPLE
2 AELVGLKEQQQEQQQEEQPLE
3 IALVGLKEQQQEQQQEEQPLE
4 IEAVGLKEQQQEQQQEEQPLE
5 IELAGLKEQQQEQQQEEQPLE
6 IELVALKEQQQEQQQEEQPLE
7 IELVGAKEQQQEQQQEEQPLE
8 IELVGLAEQQQEQQQEEQPLE
9 IELVGLKAQQQEQQQEEQPLE
10 IELVGLKEAQQEQQQEEQPLE
11 IELVGLKEQAQEQQQEEQPLE
12 IELVGLKEQQAEQQQEEQPLE
13 IELVGLKEQQQAQQQEEQPLE
14 IELVGLKEQQQEAQQEEQPLE
15 IELVGLKEQQQEQAQEEQPLE
16 IELVGLKEQQQEQQAEEQPLE
17 IELVGLKEQQQEQQQAEQPLE
18 IELVGLKEQQQEQQQEAQPLE
19 IELVGLKEQQQEQQQEEAPLE
20 IELVGLKEQQQEQQQEEQALE
21 IELVGLKEQQQEQQQEEQPAE
22 IELVGLKEQQQEQQQEEQPLA

305RLITLAIPVNKPGRFESFFLSSTEAQQSYLQGFSRNILEASYDTKFEEI NKVLFSREEGQQQGEQRLQIWNIISKEQIRALSKRAK.SRKTISSEDK
PFNLRSRDPIYSNKLGKFFEITPEKNPQLRDLDIFLSIVDMNEGALLLPHFNSKAIVILVINEGDANIELVGLKEQQQEQQQEEQPLEVRKYRAELSEQDIF

VIPAGYPVVVNATSNLNFFAIGINAENNQRNFL539

l:isoleucina, S: serina).

Figura 10. Reactividad delos péptidos obtenidos por scanning de alanina. Las membranas se bloquearon
en SE3% en TTBS y se incubaron ON a 4°C con una dilucién 1:1500 de anticuerpo monoclonal en SE al 1% en
TTBS o0 ¥ de sueros humanos, €l revelado se hizo por guimioluminiscencia.
A) Se localizan en la secuencia de la subunidad a de la beta conglicinina a la delecién a-CTD, los péptidos
estudiados. B) Dot Blot de cada membrana conteniendo el scanning de aanina del péptido indicado en A)
frente a Ac monoclonales especificos contra caseinas bovinas (1D5 o anti-as7-caseina, 2A1 y 4C3 6 anti-S-
caseina, 3B5 6 anti-k-caseina) y sueros de individuos ALV y control (indicados a la izquierda de cada
membrana). Cada spot se indica con un nimero en la parte superior de la membrana, cuya secuencia
aminoacidica se muestra en C), indicando en rgjo el residuo de alanina “A” que fue insertado en cada posicion.
Resaltado en gris se presenta la secuencia de aquellos spots que demostraron disminucion de la reactividad
por la presencia de aanina. D) Se indica en la secuencia de a-CTD en celeste los aminoécidos criticos para la
reactividad con Ac monoclonales e IgE (V: valina, lisdeucina, S:serina, K: lisina, E:&cido glutdmico, Q:
glutamina), y en fucsia, las posiciones donde la presencia de ala aumenta |a reactividad (E: acido glutamico,
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Con los resultados mostrados en la figura 10 podemos conduir que ninguno de los
anticuerpos evaluados reconocié los spots correspondientes al péptido 3, y que la mayor
variabilidad en la respuesta la presentan los péptidos 1y 2, por las razones que se describen
a continuacién. El anticuerpo monodonal 1D5, especifico de aSl-caseina, no presentd
afinidad por practicamente ninguna de las secuencias mutadas del P1, siendo notoria la
pérdida de sefal en los spots 16,17 ,18 y 20, es dedr que, todas las posiciones en el péptido
1son importantes para la reactividad frente a este anticuerpo monodonal, siendo criticas las
posiciones 16, 17 y 18. Sin embargo, el mismo anticuerpo demostré una buena
sefial/afinidad por casi todas las secuencias ensayadas del P2, y la sefial decae
marcadamente al introdudr Ala en las posiciones 4 8 8. Por lo tanto los residuos criticos
compartidos con epitopes de a-caseina, se encuentran en los residuos 4-8 para el péptido 2.
El perfil de reactividad del anticuerpo monodonal 2A1, especifico de B-caseina, fue opuesto
al anterior, es decir, demostrd afinidad por practicamente todas las secuencias de P1, menos
para las correspondientes a los spots 12, 16, 17, 18 y 19, y no reconocié ninguno de los spots
del péptido P2. Lo mismo se observd con el anticuerpo monoclonal 4C3, también especifico
de B-caseina bovina. Para el caso de 3B5, espedifico de K-caseina, no se obtuvo buena
intensidad de sefial para ninguno de los 2 péptidos, y por lo tanto no se pudo discemir
claramente la presencia de spots reactivos o no en ninguna de las dos series de secuencias
evaluadas. Al evaluar la reactividad con sueros que contienen IgE especifica para PLV, se
observé una gran diferenda con la reactividad obtenida empleando sueros humanos
negativos como control, como era de esperar. Asimismo, para el péptido 1 todos los spots
demostraron afinidad por la IgE excepto al encontrarse alanina en las posiciones de los spots
16, 17 y 18. En cambio, con el péptido 2 no se encontrd una reactividad IgE similar, y sélo los
primeros spots (1, 2, 3, 4) mostraron sefial, siendo esta mas baja en los spots 6, 78y 9, y

luego se obtuvo ausencia de seiial enlos spots subsiguientes (104 21).

Otro resultado a resaltar hallado es que para algunos dot-blot se obtuvo una seiial
mayor, en comparacion con el péptido original, al reemplazar el aminoacido por alanina.
Para el caso del spot 19 del péptido 1 todos los anticuerpos evaluados mostraron este
efecto, como asi también en el spot 14 con 2A1 e IgE. En el péptido 2 sdlo se observd este
efecto con 1D5 en los spots 19y 20. Esto podria deberse a que la presenda de alanina puede

favorecer la afinidad por el anticuerpo.

Finalmente, en el panel D de la figura 9 se indican resaltadas en color celeste las

posiciones aminoacidicas de a-CTD que al reemplazarlas por alanina perdieron la reactividad
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376 380

por anticuerpos especificos de LV (Valina V*’®, Isoleucina I”’, Valina V*’?, Isoleucina 1**°,

381

Serina $**', Lisina K**®, Acido glutamico E*** y Glutamina Q**), y en color fucsia, las posiciones

donde el reemplazo por alanina favorecié la unién de los anticuerpos (Acido glutdmico E¥*,

394 395

Acido glutdminco E*°, Isoleudina I®*, Serina Sy Serina $**°). Estos hallazgos confirman que
los péptidos contienen epitopes B (G y E) y que ciertos aminoacidos sonimprescindibles para

gue los anticuerpos se unan a ellos.
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3.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente capitulo se estudié por métodos computacionales e inmunoquimicos
la existencia de regiones con similitud secuencial entre las caseinas bovinas y la subunidad a
de B-conglicinina, especificamente en el extremo c-terminal comprendido en el polipéptido

a-CTD.

Mediante herramientas bioinformaticas se hallé que existe similitud secuencial entre
las caseinas bovinas y el fragmento a-CTD, y que los potenciales epitopes se encuentran en
el dominio C-terminal de la subunidad a. Se seleccionaron tres regiones o tres “péptidos”
con gran similitud con los epitopes presentes en caseinas bovinas y fueron analizadas por

distintos métodos.

Como primera aproximacion, se enfocd el andlisis a la identificacion de epitopes
lineales. Las tres regiones 6 péptidos seleccionados, se sintetizaron y emplearon en ensayos
inmunoquimicos para evaluar si contienen epitopes B. Como se menciond anteriormente
sostenemos que la reactividad cruzada es debida a la presencia de secuencias aminoacidicas
conservadas entre proteinas, descartandose la posibilidad que estos epitopes compartidos

estén conformados por hidratos de carbono.

El fragmento P123 fusionado a Maltosa Binding Protein (MBP) se expresé en BL21
Cododn Plus y se obtuvieron buenos rendimientos al purificar con Co(ll). Sin embargo, se
observd en los perfiles por SDS-PAGE la formacién de un dimero, ya que junto a la banda
mayoritaria de 43 kDa correspondiente a MBP-P123 se observd una banda del doble de peso
molecular relativo. Tanto el monémero MBP-P123 como el dimero fueron reconoddos en
forma especifica por los distintos anticuerpos especificos de PLV evaluados, por eso se
observan dos bandas reactivas. Se descarté la posibilidad que dicha reactividad fuera
causada por MBP. En principio, se puede inferir con estos resultados que los péptidos
denominados en este trabajo 1, 2y 3, son reactivos frente a anticuerpos especificos anti- PLV
y podrian contener los epitopes responsables de la reactividad cruzada observada. Para
evaluar la reactividad de estos péptidos recombinantes en forma independiente, se logré
obtener las secuencias de los péptidos P1 y P2 juntos (ya que sus secuendas estan
solapadas) y en otra construccion, el péptido P3, las cuales lograron expresarse en E.coli

BL21 Codon Plus. Se evalud la reactividad inmunoquimica de las fracciones presente en el
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extracto bacteriano inducido frente a anticuerpos monodonales especificos anti caseinas
bovinas, observandose reactividad en el fragmento P12 frente a anticuerpos monoclonales
contra a-,B- y k-caseinas, y en el péptido 3 Unicamente contra un anticuerpo monoclonal
contra B-caseina. Dado que por scanning de ALA no se observo reactividad con el anticuerpo
monodonal especifico de k-caseinas con los péptidos 1y 2, y que P12 recombinante
reacciona con este anticuerpo, se puede inferir que existe un epitope conformacional que

puede ser evidenciado por 3B5.

La metodologia alternativa que nos permitid obtener cada uno de los péptidos en
forma independiente fue la sintesis quimica sobre papel de celulosa. Las etapas sintéticas
comunes para todos los spots se llevaron a cabo empleando sucesivas reacciones de
desproteccdn-acoplamiento segin metodologia Fmoc (Hilpert, Winkler, and Hancock 2007,
Frank 2002). El control de pureza y caracterizacion estructural de los péptidos se realizé por
HPLC-Masas y UV-MALDI-TOF. Mediante ensayos del tipo EAST, empleando anticuerpos
especificos contra PLV o contra soja logramos evidendar su reactividad inmunoquimica. Por
lo tanto, considerando la reactividad con anticuerpos monoclonales especificos anti-
caseinas bovinas e IgE de individuos con ALV de los tres péptidos recombinantes (P123)
observada por inmunobloting y la reactividad de los péptidos sintéticos frente a sueros
policlonales de conejo, se puede concluir que los tres péptidos contienen epitopes B
(epitopes Gy E) que son reconocidos por anticuerpos especificos contra PLV y soja. Por ello,
concluimos que estos péptidos contienen secuencias aminoacidicas que se comportan como

epitopes de reactividad cruzada con PLV.

Posteriormente se identificaron posiciones aminoacidicas criticas para la inmuno-
reactividad de los mismos por reemplazo individual de cada aminodcido por un residuo de
alanina. Se obtuvieron resultados concluyentes para los péptidos 1y 2 en los cuales se
determind ciertas posicones criticas para el reconodmiento por los distintos anticuerpos:
val’’®, lle *”7, val >, 11e®, ser®®!, Lys*®, GIu*®® y GIn**. Estos aminodcidos son polares (acidos
y basicos) o hidrofébicos (Val, lle) por lo cual sostenemos que son importantes desde el
punto de vista estructural para mantener la conformacién del epitope, y ademas permiten
gue estén ubicados en la interfase con el medio acuoso en el que se encuentran los
anticuerpos con los cuales van a interactuar. Por otro lado, se detectaron otras posiciones en
los péptidos 1y 2 (Glu™*, Glu™?, 11, Ser’®* y Ser®) que al ser ocupadas por residuos de
alanina favorecieron la interaccdn con el anticuerpo, quizas debido al cambio de un

aminodacido polar por otro no polar como alanina, y porque coincidentemente algunas de
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estas posiciones (Glu*>", GIu*”°, lle’®) son adyacentes a los residuos criticos donde se vio
pérdida de unidn. Recientemente se ha descripto que existen ciertos fragmentos en comun
entre alergenos con una distribucion caracteristica de aminoaddos, donde residuos cargados
como alanina o glicina suelen ubicarse en el centro del epitope y los residuos aromaticos
como prolina y cisteina se localizarian en los extremos, que no se ha encontrado en
proteinas no alergénicas (Asakawa et al. 2010). Esto también explicaria el incremento de

reactividad en algunos spots por la presencia de alanina.

En resumen, los tres péptidos poseen epitopes que fueron reconocidos por
anticuerpos especificos contra PLV y soja presentes en antisueros policlonales obtenidos en
conejo, pero solo los péptidos 1 y 2 mostraron reactividad especifica frente a anticuerpos
monodonales anti-a, B y k- caseinas (por inmunobloting de péptidos recombinantes vy
scanning de alanina). El péptido 3 sélo mostro reactividad frente al anticuerpo monoclonal
contra B-caseina por inmunobloting del péptido recombinante, pero no mostré reactividad
alguna por scanning de alanina. Esto coincide con los resultados del anadlisis in silico, donde el
péptido 3 presenta mayor similitud secuendal con epitopes descriptos de B-caseina vy
o.caseina y coincide en sélo 1 o 2 residuos con epitopes descriptos de k-caseina bovina

(figuras 1y 3).

A partir de la cristalizacidon de la subunidad Q’de la B-conglidnina se conoce su
estructura tridimensional y sobre la base de esta informacidn, y conociendo la homologia
secuencial con la subunidad a de la B-conglidinina, se modeld la estructura tridimensional de
subunidad a de la B-conglicinina como se describié en Materiales y Métodos (seccién 5.1).
Como se muestra en la figura 11, el modelado de esta proteina permitid observar que los
tres péptidos seleccionados se localizan en regiones expuestas al medio, y cercanas al sitio
de unidén entre mondmeros del homotrimero. La presencia de los mismos en la superfice de
la molécula permite comprender la accesibilidad y unién de anticuerpos especificos. Por otro
lado, la oligomerizacidon de esta molécula permite suponer a priori que en el trimero existen
al menos 3 epitopes iguales a través de los cuales este complejo podria entrelazar moléculas
de IgE unidas a sus receptpores especificos en la superficie de mastocitos, baséfilos o

eosindfilos, y de esta maneraindudir su activacion.
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Figura 11. Modelo del homotrimero de la
subunidad a obtenido por PyMol con la
localizacion de los péptidos en € mismo. En
amarillo se indica el péptido 1, en rojo el péptido
2y en verde, el péptido 3.

Estudios similares se han reportado para otros alergenos. En un trabajo
recientemente publicado, el clonado y expresion del alergeno de LV asl-caseina
recombinante permitié evaluar su alergenicidad e identificar epitopes lineales. El
componente recombinante fue reconocido por IgE presente en mas del 50% de los sueros de
individuos con sintomas manifiestos de ALV. La ventaja del empleo de este alergeno en
forma recombinante reside que cuando se lo purifica a partir de la fuente natural, co-purifica
con as2-caseinay por lo tanto no se puede discernir si la reactividad es contra asl-caseina o
contra as2-caseina. Ademads, mediante el empleo de péptidos solapados que cubren la
secuencia de asl-caseina lograron identificar varios epitopes IgE secuendiales (Schulmeister
et al. 2009). Sin embargo, aunque los epitopes IgE secuendales o lineales parecen ser
relevantes en ciertas alergias alimentarias y estos métodos de mapeo de epitopes han
permitido identificar alergenos de LV, mani o huevo (Spuergin et al. 1997; P Chatchatee, KM
Jarvinen, L Bardina, L Vila, et al. 2001; Lemon-Mulé et al. 2008; Palmer and Wesley Burks
2006), en algunos casos no permiten evidendiar la unién a IgE, particularmente en estudios
de interaccion antigeno/anticuerpo en fase fluida (Albrecht et al. 2009). Estos resultados
sugieren que también los epitopes conformadonales son importantes en el reconodmiento
de la IgE y que la disposicion espacial de los epitopes lineales, determinada por la
conformacién del alergeno, suele ser critica en la unién de los anticuerpos IgE para producir
el entrecruzamiernto de los mismos y la induccién de las sefiales intracelulares de activacion

celular.

Luego, dependiendo de la aproximacién experimental empleada para la
identificacion de epitopes y la unién de anticuerpos a los mismos, los resultados obtenidos
pueden ser muy diferentes. Por ello, resulta relevante emplear métodos que reflejen aun
mejor la alergenicidad in vivo que los ensayos en fase sdlida, y en este sentido son de utilidad

los ensayos de unidn a IgE en fase fluida como ELISA de inhibicidn, ensayos de activacion de

Renata Curciargllo - 109 -



Capitulo 3

basofilos, o el empleo de modelos animales de alergia (Takai et al. 2005; Naoki Matsumoto

et al. 2009; Pecquet et al. 2000).

En conclusion, estos resultados demuestran que existen epitopes lineales en la
molécula de a-CTD, aunque no podemos concluir si se trata de 1, 2 6 3 epitopes. Tampoco se
descarta la posibilidad de que sean conformacionales dado que la prediccion in silico permitio
identificarlos en la supefficie de la molécula. Al menos hemos identificado una region de
aminodcidos criticos para la reactividad cruzada entre los péptidos 1 y 2, e
independientemente de si trate de un anticuerpo IgG o IgE éste es capaz de reconocerlo en la
superficie de la molécula nativa. Los resultados que se mostrardn en el capitulo siguiente

ayudardn a comprender la importancia de estos epitopes como epitopes E.
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Capitulo 4

4.1 INTRODUCCION

En este capitulo analizaremos la reactividad cruzada alergénica in vivo empleando un
modelo murino de alergia alimentaria a proteinas de leche de vaca. En la actualidad, los
modelos animales de enfermedades alérgicas son muy importantes para estudiar diferentes
aspectos moleculares y celulares de las fases inductora (sensibilizacién alergénica) y efectora
(instauracion del proceso inflamatorio), como asi también para el estudio de nuevas
estrategias terapéuticas. En estos modelos lo que se busca es inducir la produccién de IgE
especifica y la instauracidon de mecanismos de hipersensibilidad luego de un desafio
alergénico. Dado que los ratones (modelo animal mas empleado) no desarrollan en forma
natural alergias, ésta debe indudrse artificialmente, lo cual limita los alcances de los estudios
reladonados con los mecanismos de sensibilizacidn o fase inductora. En ratones, la respuesta
fisiolégica frente a un antigeno que ingresa por el tracto gastrointestinal es la tolerancia
inmunoldgica con la generacién de linfocitos T especificos con actividad regulatoria. Por lo
tanto, en los modelos murinos de alergia se aplican distintos protocolos de sensibilizacidn,
gue incuye el uso de adyuvantes, donde se busca alterar los mecanismos fisioldgicos de
tolerancia (Ricki M Helm and A Wesley Burks 2002). En nuestro modelo de alergia
alimentaria empleamos un adyuvante mucosal pro-Th2 (toxina colérica) y en dosis
repetitivas por via oral junto al alergeno. De esta manera logramos inducir signos clinicos y
sistémicos post desafio oral, similares a los que se observan en un individuo con alergia a

leche de vaca.

En los ultimos afios se han producido importantes avances en la creacién de este tipo
de modelos animales de alergia alimentaria en otras especies como rata, perro o cerdos y en
todos los casos se logran reproducr diferentes aspectos de la patologia observada en
humanos (Atkinson and Miller 1994; Kitagawa et al. 1995; Ermel et al. 1997; X M Li et al.
1999). Disponer de estos modelos y la creciente informacién sobre la fisiologia del sistema
inmune asociado a la mucosa gastrointestinal ha posibilitado una mejor comprensiéon de los
mecanismos fisiopatogénicos e inmuno-regulatorios que operan en las alergias alimentarias.
Esto ha permitido plantear y estudiar un variado abanico de terapias a aplicar en el futuro en
pacientes con alergias alimentarias (Cardoso et al. 2008; Miibeccel Akdis and Cezmi A Akdis

2009; Ganeshan et al. 2009; Broide 2009).
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Por otro lado, los ratones se han constituido en la especie indicada para los modelos
animales aplicados al estudio de las enfermedades alérgicas por distintos motivos:
disponibilidad de reactivos, en especial de anticuerpos especificos contra distintas proteinas
de interés inmunoldgico, facilidad para su reproduccidn y mantenimiento, existencia de
numerosas y variadas cepas, y por la posibilidad de emplear animales modificados
genéticamente (transgénicas y knock out para distintos genes reladonados con la fisiologia
del sistema inmune) (Ricki M Helm and A Wesley Burks 2002; Dearman and Kimber 2009;
Finotto et al. 2002). En particular, el modelo de alergia a proteinas de leche bovina que
hemos optimizado en la cepa BALB/c guarda numerosas similitudes con la patologia
observada en humanos: el desafio oral induce signos clinicos locales y sistémicos
compatibles con la activacidon de mastocitos y baséfilos de manera IgE-dependiente (Wanich
et al. 2009), durante la sensibilizacddn/activacdon del sistema inmune se induce una
respuestainmune humoral con la sintesis de isotipos de inmunoglobulinas asociadas con una
activacion Th2 (Vandezande et al. 1999; Kirsten Beyer et al. 2002; Shek et al. 2005),
incremento en los niveles de histamina en sangre (Bengtsson et al. 1997), induccién de la
proliferacién de LT especificos con fenotipo Th2 en bazo y en la mucosa duodenal (Schade et
al. 2000), incremento en los niveles de IL-5 e IL-13 (Kirsten Beyer et al. 2002), indusive no se
observa una inhibicién en la produccion de IFN-Y tal como se ha descripto en humanos (D E

Campbell, D J Hill, and Kemp 1998), etc.

Este tipo de modelos también ha sido empleado para comparar la alergenicidad de
diferentes alimentos, o componentes del mismo, ya sea por estar modificados
genéticamente, por poseer neoantigenos, o para estudiar la posible reactividad cruzada
entre alergenos relacionados. El empleo de los modelos animales para predecir la
alergenicidad de un alimento no esta aceptado por la Comisidon del Codex Alimentario
(Organizacidn Mundial de la Salud) ni por la Food and Agricultural Organization (FDA-USA),
debido a la ausencia de modelos validados (Goodman et al. 2008; Lehrer and G A Bannon
2005; Gizzarelli et al. 2006). En este trabajo hemos empleado el modelo de alergia a
proteinas de leche de vaca inducido en la cepa de ratones BALB/c como una herramienta in

vivo para confirmar la reactividad inmunoquimica cruzada descripta anteriormente.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sensibilizar ratones BALB/c mediante la administracién intra-gastrica en forma
repetitiva del antigeno junto a toxina colérica, de manera de disponer de un modelo

murino de alergia alimentaria IgE-dependiente a proteinas de leche de vaca.

o Analizar la induccion de componentes especificos para proteinas de leche bovina
(anticuerpos y linfocitos T) y de signos dinicos compatibles con reacdones de

hipersensibilidad, luego del desafio oral con proteinas de soja.
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4.3 RESULTADOS

* Plan de inmunizacion por via intragdstrica

Ratones machos BALB/c de 5 semanas de edad fueron inoculados por via
intragdstrica con una soludén de 20 mg de PLV en buffer bicarbonato (lote de animales
control PLV), o con 10 pg de toxina colérica (lote de animales control TC), o con una solucién
de 20 mg de PLV y 10 pug de toxina colérica como adyuvante mucosal (lote de animales
sensibilizados). En todos los lotes se realizé un plan de sensibilizacién consistente en una
administraciéon semanal durante 6 semanas (figura 1). Luego de 15 dias de la ultima
inoculacién, se realizé el desafio oral (DO) Unicamente con el antigeno, empleando PLV o
extracto total de proteinas de soja (S). Durante el plan de sensibilizacién se obtuvieron

distintos tipos de muestras y finalmente en el dia 87 los animales fueron sacrificados.

| Inoculaciénig || po |
D O S N .

l [ I T |

Dia0 7 14 21 28 35 50 87

Grupo Control: PLVO6 TC
Grupo Sensibilizado: PLV + TC

Figura 1. Esquema del plan de inmunizacién. Se indican los dias en que se realiz6 cada inoculacion por via
intragastrica (ig) con las flechas. H lote de ratones contral fue inoculado con PLV (20 mg) o con TC (10 ug), y el
lote de ratones sensibilizados, con PLV y toxina colérica (PLV +TC). En € dia 50 se realizé el desafio oral en
animales de ambos grupos. Dia 87, se indica la muerte de algunos animales de ambos lotes para extraccion de
bazo e intestiino.DO: desafio oral; TC: toxina colérica.

# Desafio oral y evaluacion de los signos clinicos

Luego de 15 dias de la ultima inmunizacdén, se realizé un desafio oral, administrando
PLV o S en buffer bicarbonato, y en algunos animales se realizé un doble desafio oral,
administrandoles la solucién de proteinas de soja al dia siguiente del desafio con PLV (Grupo
PLV/Soja). Los signos clinicos observados inmediatamente después del desafio oral fueron
evaluados por distintos observadores simple dego y se le asigno un score (nimero de 0 4 5)
gue se correlaciona con la severidad de los sintomas (tabla de la figura 2) considerando los

signos clinicos que se observan en pacientes con alergia alimentaria.
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Score Clinico

5-
Score Sintomas ‘

4 EEEE———.—————..........
0 Ausencia de sintomas

3 i I 1 Rascadoy frotacion en nariz y cabeza

2 I Hinchazon alrededor de los ojos y boca, diarrea, pilo ereccion,
2 disminucion de la actividad y los movimientos, acompafiada o

1- no del aumento de la frecuencia respiratoria
3 Jadeo, respiracion dificultosa y cianosis en bocay cola

0-—o—o0—8 T T T T

2> N\ @ 2> N .o a Faltade respuestaal ser tocado o pequeiias vibraciones y
> Qv 4\%0\ > Qv 4\60\ convulsiones
QY Qv 5 Muerte
Control Sensibilizado

Figura 2. Evaluacion de los sintomas clinicos producidos por el desafio oral con PLV (20 mg), con
proteinas de Soja (5mg) o ambas PLV/Soja, en animales de los grupos Control (PLV o TC) y Sensibilizado
(PLV+ TC). Se grafica el promedio de scores clinicos observados para cada DO en cada lote de animales. La
tablaindicala referencia de cada valor del score clinico.

Como puede observarse, los ratones sensibilizados mostraron signos dinicos
compatibles con una alergia alimentaria al ser desafiados con PLV y/o S, mientras que los
ratones del lote control no mostraron signos clinicos luego del DO. La mayoria de los
animales sensibilizados presenté rascado, agitacidon, aumento de la frecuencia respiratoria,
disminucién de la actividad o falta de respuesta al ser tocados. No se indujeron signos graves

como convulsiones o muerte.

* Determinacion de niveles de histamina plasmadtica

Como parametro experimental que refleja la induccion de signos clinicos sistémicos
se cuantificd la concentracién de histamina plasmatica en los distintos animales luego del
desafio oral con PLV o S. Como puede observarse en la figura 3, en los animales del lote
sensibilizado los niveles de histamina son superiores a los de los ratones de los lotes control.
Estos resultados reflejan la induccién de un proceso inflamatorio local (mucosa

gastrointestinal) y sistémico (en circulacion) frente a una nueva exposiciéon al antigeno por

via oral.
501
40 Figura 3. Determinacién de niveles de histamina
plasmatica por ELISA. 30 minutos luego del desafio oral
con Leche o Soja a ratones del grupo Control
g_ 30+ Sensibilizado, se extrajo sangre para la determinacién de
o los niveles de histamina mediante un kit comercia. Se
T 20- grafica la concentracién de histamina en ppm vs. €l
= v desafio oral (DO) realizado en cada lote de animales.
104
0 At 2 j‘-i

Leche Soja Leche Soja DO

Control Sensibilizado
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# Caracterizacion in vitro de la respuesta inmune durante el plan de
inmunizacion
Se evalud la presenda de anticuerpos séricos especificos en muestras obtenidas

durante el plan de sensibilizacidn. En |a figura 4 se presentan los resultados de anticuerpos

IgE especificos obtenidos por EAST.

A B
2.0 L 1.0
ok O PLV ok J PLV
r B PLV+TC  0.8- B PLV+TC
' £
E € 064
5 g
g 1.01 <
0 04
o 8
a0 118
0.0' T ﬂl T OC T T .
0 26 50 86 dias 0 50 86 dias

Figura 3. Determinacion de IgE por EAST en sueros de ratones control (PLV) y sensibilizados (PLV+TC)
obtenidos en distintas etapas del plan de inmunizacién. A) IgE especifica para PLV. Ag inmovilizado en
papel: saucién de PLV 1,75mg/ml. B) IgE de reactividad cruzada con sgja. Ag inmovilizado en papel: ETS 0,5
mg/ml. Valores promedio de DO (405nm)+ DS (*** p<0,005, ** p<0,01).

Como puede observarse, durante la sensibilizacidn se produjeron anticuerpos Igk
especificos de PLV (panel A), que también reconocieron por reactividad cruzada proteinas
del extracto de soja (panel B). Los ratones del lote control mostraron niveles basales de IgE
especifica que no se incrementaron con el tiempo. Si se comparan los valores de DO para los
anticuerpos especificos de soja y de PLV puede apredarse valores inferiores para el caso de
IgE especifica de soja. Deben considerarse dos aspectos que influyen en estas diferendas,
por unlado, la concentracidn de proteinas de soja en fase sélida debié reducirse respecto de
la de PLV en 3,5 veces para lograr una sensibilidad del ensayo tal que permitiera diferenciar
la respuesta de ambos lotes de animales, y por otro lado, en el ensayo de la figura 4 A se
observa la reactividad de anticuerpos IgE especificos de PLV frente al Agidentidad, mientras
qgue en el ensayo de la figura 4 B, se identifican aquellos anticuerpos IgE especificos de PLV

gue presentan reactividad cruzada con epitopes presentes en soja.

La presenda de anticuerpos de isotipo IgG especificos para PLV y S fue analizada por
ELISA indirecto en los sueros obtenidos durante el plan de inmunizacién. En la figura 5 se
muestran los resultados de I1gG1 especificos. Como puede observarse se indujo 1gG1

especificos de PLV (panel A) y de soja (panel B) en el tiempo en el lote de ratones
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sensibilizados, mientras que los animales del lote control mantuvieron valores basales. Cabe

destacar que la aparicién de IgG1 especifica en el suero es posterior a la de IgE.

A B
151 15-

O PLV O pLV
B PLV+TC @@ PLV+TC

- 10' — 10'

0 0

o =)

0 0

0 054 0 051

ool Lm [ m.i m.i Dia o.o-ﬂ- Illi r]i Dia
0 2 50 86 0 50 86

Figura 5. Determinacién de IgG1l por ELISA indirecto en sueros de ratones control (PLV) y
sensibilizados (PLV+TC) obtenidos en distintas etapas del plan deinmunizacién. A) IgG1 especifica para
PLV. Ag inmovilizado 1ug/well de PLV. B) IgG1 dereactividad cruzada con soja. Ag inmovilizado ETS 1ug/well.

Valores promedio de DO (492nm)+ DS.

Por el contrario, como se muestra en la figura 6, no se observd induccién en la

produccién de anticuerpos de isotipo 1gG2a especificos para PLV o soja en los ratones del

|lote de sensibilizacion.
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Figura 6. Determinacion de IgG2a por ELISA indirecto en sueros de ratones control (PLV) y
sensibilizados (PLV+TC) obtenidos en distintas etapas del plan de inmunizacién. A) IgG2a especifica
para PLV. Ag inmovlizado 1ug/well de PLV. B) IgG2a de reactividad cruzada con soja. Ag inmovlizado ETS
1ug/well. Valores promedio de DO (492nm)+ DS.

Estos resultados daramente indican que la administracidn intragastrica de TCjunto a
PLV induce la sintesis de isotipos asociados a una respuesta Th2. La aparicion de IgE e 1gG1
especificos de proteinas de soja sélo puede explicarse por reactividad cruzada entre ambos
sistemas proteicos dado que los animales sélo fueron sensibilizados con PLV. En el caso que
el alimento contenga proteinas de soja (informacidon desconocida) la respuesta de los
ratones seria la de induccién de tolerandia oral, por lo cual no se incrementarian los isotipos

asociados a una respuesta Th2.
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* Produccion de citoquinas en cultivo de esplenocitos

Al dia siguiente del desafio oral algunos animales fueron sacrificados (lote control y
lote sensibilizados), se extrajo el bazo, se prepard una suspension de células mononudeares
y se realiz6 un ensayo de proliferacién antigeno-especifico. En el sobrenadante de los
cultivos se determind la presencia de citoquinas Th1 (IFN-Y) y Th2 (IL-5) como marcadores de
una respuesta inmune humoral local Thl o Th2 respectivamente. Se optimizo el ensayo de
proliferacién empleando distintos estimulos y en distintas concentraciones, eligiéndose las
diluciones de trabajo: PLV (2000 pug/ml), ETS (400 pg/ml), subunidad a de B-conglicinina (180
pug/ml) y el polipéptido a-CTD (176 pg/ml) recombinantes. Se mantuvo el cultivo durante

72hs y luego se cuantifico las citoquinas por un ELISA de captura comercial.

15001 2001
3 Leche 3 Leche
3 Soja 150 3 Soja
E 1000 8 «Cm £ 3 «-CTD
) O« 3 O«
e 2 100-
> 0
L 5001 A
50
ol 1L = . ol &=, Ill-f-"""
PLV PLV +TC PLV PLV4TC

Figura 7. Produccion de citoquinas IFN y e IL-5 por esplenocitos de ratones control (PLV) y
sensibilizados a leche bovina (PLV+TC), en sobrenadante de cultivo luego de 72 hs de estimulacion con
Leche (PLV: 1000 ug), Soja (ETS:200ug), afa recombinante (:90 ug) y a-CTD recombinante (a-CTD: 88ug).

Cdémo se observa en los graficos de la figura 7, en los ratones sensibilizados con TCy
PLV se indujo la produccién de IL-5 tanto en esplenocitos cultivados con PLV como con
proteinas de soja. Estos resultados reflejan la presencia de LT Th2 especificos de PLV que
también reconocen péptidos en las proteinas de soja por reactividad cruzada. El hecho que la
subunidad a o a-CTD de soja no induzcan claramente la secrecién de IL-5 puede deberse a
un problema de concentraciones en el cultivo. Cuando en el cultivo se empled el extracto de

PLV como estimulo los niveles de IL-5 fueron elevados.

Independientemente de la respuesta observada para IL-5, para el caso de IFN-y, se
observaron niveles elevados en los esplenocitos provenientes de animales control vy
sensibilizados, frente a los distintos estimulos empleados. Estos mismos resultados pueden
hallarse en la bibliografia para individuos normales normales o incluso pacientes alérgicos a

leche de vaca (ver discusion).
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Estos resultados indican que la administracion intragdstrica de TC junto a PLV induce
la activacion de LT y su diferenciacién a LT Th2. Dado que los animales no fueron
sensibilizados con proteinas de soja, los resultados hallados con este antigeno sélo pueden

explicarse por reactividad cruzada entre las distintas proteinas.

#* Caracterizacion in vivo de la respuesta inmune inducida

Para evidenciar la induccién de anticuerpos de isotipo IgE especificos de PLV se
estudié la presencia de mastocitos sensibilizados en piel frente a la administracion de
distintos antigenos. Para ello se realizd prueba cutanea en ratones pertenecientes a los lotes
control y sensibilizado. Sobre un flanco del lomo del ratén se realizd una inoculacién
subcutdnea con el antigeno a ensayar diluido en solucién fisioldgica estéril (SF), y del lado
opuesto, una inoculacidon con solucién fisiolégica como control. Al mismo tiempo se
administré azul de Evans por via endovenosa (cola) para evidenciar la extravasacién del
mismo como indicador de la instauracidon de un proceso inflamatorio local. La aparicién de
color azul en el sitio de inoculacién del antigeno a los 15-20 minutos es indicativa de la
activaciéon y degranulacion de los mastocitos cutaneos, consecuencia del entrecruzamiento
de los anticuerpos IgE presentes en la superficie de la célula por parte del antigeno. Cabe
aclarar que pruebas de este tipo se aplican en humanos como métodos diagndstico

complementario de reacciones alérgicas IgE-mediadas.

Las fotos de la figura 8 muestran los resultados de las pruebas cutadneas realizadas
con PLV (fig. 8A) y con proteinas de soja (fig.8 B, C, D). Como pruebas control se realizaron
los mismos ensayos en ratones de los lotes control (fig.8 E y F) y prueba cutanea con
antigenos no relacionados con PLV (arroz) en los ratones sensibilizados con PLV (resultados

no mostrados).
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Figura 8. Prueba de hipersensibilidad cutdnea inmediata a distintos antigenos en ratones
sensibilizados a PLV y no sensibilizados. Panel superior: pruebas positivas, panel inferior: prueba negativa
frente a SF (control) en el mismo animal. A) PLV (200ug), B) Soja (ETS 400ug), C) Subunidad o recombinante
(100 ug), D) a-CTD recombinante (100 ug), E) PLV en un raton del grupo control, F) Soja en un raton del
grupo control.

Es importante resaltar que las distintas proteinas de soja recombinantes fueron
capaces de activar mastoditos, lo cual indica que al menos tienen dos epitopes iguales o
distintos con capacidad de puentear anticuerpos IgE de reactividad cruzada en la superficie

de los mastoditos.

Aungue la foto que muestra los resultados cuando se empled la subunidad a (figura
8C) noes de la calidad adecuada, ademas de la extravasacién del colorante se pudo observar
signos clinicos indicativos de una inflamacidn sistémica inducida por lainoculacién local de la
proteina recombinante (hiporreactividad, rascado, aumento de la frecuencia respiratoria y

temblores).

Por lo tanto estos resultados también confirman que el plan de sensibilizacion
aplicado induce la sintesis de anticuerpos IgE especificos de PLV y de reactividad cruzada
capaces de unirse a su receptor especifico en la superficie de los mastocitos. Estos al
contactar el antigeno se activan, degranulan e inducen un proceso inflamatorio local y
sistémico, similar al que se produce en humanos cuando se desafia la piel de un paciente

alérgico alaleche bovina con el alergeno especifico.
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4.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Habiéndose descripto y caracterizado la reactividad cruzada in vitro entre PLV vy
proteinas de soja (naturales y recombinantes) en los capitulos precedentes, se planted la
aplicacién de un modelo murino de alergia alimentaria a PLV para estudiar la reactividad

cruzada con proteinas de soja in vivo.

En trabajos anteriores del grupo, y a diferencia de otros autores (X M Li et al. 1999; X
M Li et al. 2000; Morafo et al. 2003), hemos demostrado que en ratones Balb/c la
administracion intragrastica del antigeno junto a toxina colérica induce una respuesta
inmune Th2-dependiente en la mucosa gastrointestinal y sistémica, y que la posterior
administracidon oral del antigeno genera una reaccion alérgica en forma similar a lo que
ocurre en pacientes con alergia alimentaria. Otros grupos también han demostrado que
optimizando las cantidades de antigeno y adyuvante a administrar por via intragastrica es
posible inducir un cuadro dinico similar al de una alergia alimentaria con sintomas locales y
sistémicos (Adel-Patient et al. 2003; Adel-Patient et al. 2005). Por lo tanto nuestro objetivo
fue aplicar este modelo para inducir anticuerpos IgE y LT especificos anti PLV para luego
evaluar si estos receptores antigénicos tienen capacidad de reconocer epitopes By T

presentes en proteinas de soja.

Luego del desafio oral con PLV o con el extracto proteico de soja observamos a los
pocos minutos la aparicion de signos clinicos compatibles con una reaccién alérgica.
Concomitantemente, los niveles de histamina plasmdtica en sangre se elevaron, los animales
desarrollaron elevados niveles de IgE e IgG1 especificos, esplenocitos rea-activados ex-vivo
en forma Ag-dependiente secretaron IL-5 y las pruebas cutdneas resultaron positivas en
estos ratones. Estos resultados en conjunto daramente indican que la sensibilizacién
intragastrica con toxina colérica induce una respuesta inmune Th2, con la consiguiente
sintesis y secrecdn de IgE, la cual al unirse a sus receptores especificos en mastocitos
tisulares media la activacién de los mismos frente al antigeno especifico. La activaddn de
estas células genera el incremento en los niveles circulantes de histamina y la induccion de

las distintas reacdones inflamatorias observadas.
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Por otro lado, la inducddn de signos dinicos frente a un desafio oral con soja, la
deteccion de IgE e 1gG1 especificas para soja, la activacion de esplenocitos al cultivarlos con
el extracto de soja y la inducddn de prueba cutdnea con proteinas de soja, indican la
existenda de una reactividad cruzada entre proteinas de la leche de vaca y los componentes
de soja. Ademas estos resultados confirman la existenda de epitopes B (epitopes Gy E) y T
en las proteinas de soja y la existencia de al menos dos epitopes iguales o distintos en cada
molécula del alergeno. Para el caso del extracto proteico obtenido a partir de soja estos
resultados son faciles de explicar ya que las proteinas de soja se asodan entre si formando
trimeros o hexameros, por lo cual en un mismo complejo una molécula con al menos un
epitope es suficiente para entrecruzar al menos dos moléculas de IgE en la superficie de los
mastocitos. Sin embargo, para el caso en que se empled la subunidad a de la B-conglicina o
a-CTD recombinantes, los resultados sugieren que habria al menos dos epitopes B por

molécula.

La no induccidn de 1gG2a especifica durante la sensibilizacion seria un indicador de la
no activacion de de LT Thl. Sin embargo observamos la secrecidon de IFN-y, lo cual sdélo
puede ser explicado por la presencia de LT Th1l especificos. Estos mismos resultados pueden
observarse en la literatura para LT aislados de la mucosa gastrointestinal de padentes con
alergia IgE-mediada a leche bovina (Kirsten Beyer et al. 2002), y en trabajos en los que se
describe que la toxina colérica también induce la produccién de IFN-y en animales

sensibilizados (Anjuére et al. 2004; Perrieret al. 2010; Adel-Patient et al. 2005).

En los dltimos afios se han descripto modelos murinos de alergia a leche de vaca o
alergia a mani por administracién intragastrica de PLV o proteinas de mani con toxina
colérica como adyuvante en cepas de ratones C3H/HeJ y BALB/c (X M Li et al. 1999; Morafo
et al. 2003; Adel-Patient et al. 2005; van Wijk et al. 2004). Se logré indudr la apariciéon de una
respuesta local y sisttmica del tipo Th2 luego del desafio con el antigeno. Mas
recientemente también se han obtenido modelos de alergia alimentaria a soja, los que se
emplearon para evaluar la alergenicidad de componentes individuales de soja, estudiar los
mecanismos fisiopatogénicos implicados en la respuesta alérgica, comparar la alergenicidad
de variedades de soja genéticamente modificadas, etc. Ha resultado sumamente Util contar
con herramientas in vivo de este tipo para evidenciar que la modificacidn genética en las
variedades de soja empleadas actualmente no incrementa el caracter alergénico respecto de
la soja salvaje (Gizzarelli et al. 2006). En particular, se estudié el caracter alergénico de las

fracciones de glicininas y B-conglicinina de soja sensibilizando ratones BALB/c sin el empleo
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de adyuvante mucosal alguno. Se observd una respuesta inmune caracterizada por el
incremento de anticuerpos plasmaticos IgE e 1gG1 especificos, incremento en los niveles de
histamina plasmadtica, y desaparicién de mastodtos intactos en el epitelio intestinal de los

animales sensibilizados, a lolargo del periodo de sensibilizacién (X Liu et al. 2008).

A pesar del desarrollo en los ultimos afios de modelos de alergia, no es frecuente su
aplicacién al estudio de reactividad cruzada entre alergenos. Una aproximacién de esta
indole se ha descripto en modelos murinos de alergia a mani sobre los cuales se ha
estudiado la modulacidn de la respuesta alérgica a mani por inmunizacidon con extracto
proteico de soja por via intraperitoneal (Pons et al. 2004) o productos fermentados de soja (T
Zhang et al. 2008), basandose en la homologia existente entre alergenos de soja y mani
(vicilinas y leguminas). En ambos casos la inmunoterapia alergeno especifica con alergenos
de mani presentaba efectos adversos y su reemplazo por proteinas de soja demostrd la
desensibilizacién o disminucidn de la respuesta inmune a proteinas de mani en los animales

sensibilizados.

Los resultados expuestos en el presente capitulo en su conjunto, validan el empleo
del modelo murino de alergia alimentaria como una herramienta bioldgica para estudiar la
alergenicidad de un determinado sistema proteico o una proteina en particular, asi como
también para estudiar la reactividad cruzada entre proteinas. Ademds contar con un modelo
de este tipo pemite realizar estudios in vivo sin la necesidad de recurrir a pacientes, hecho

gue en muchos casos se ve limitado por cuestiones éticas.
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En el presente trabajo de tesis se estudié la presencia de componentes proteicos en
la semilla de soja que presentan antigenicidad y alergenicidad cruzada con caseinas bovinas,

los alergenos mayoritarios dela LV.

En la primera etapa, a partir del donado y expresién del gen codificante para la
proteina G4 (AsA,B;) y la caracterizacddn inmunoquimica de los componentes presentes en
los extractos proteicos de soja Glycine max. L Merr Asgrow (Convencional) y Glycine max. L
Merr variedad Raiden, se logré confirmar la reactividad cruzada entre caseinas bovinas y
dicho componente de soja, descripto hasta entonces como el Unico componente
responsable de la reactividad cruzada observada in vitro entre estos sistemas proteicos
(Rozenfeld et al. 2002). Estos resultados ademas confirmaron que la existencia de reactividad
cruzada no reside en al presencia de hidratos de carbono. Ademads, se evidencid reactividad
cruzada residual en la variedad de soja Raiden, por la presencia de las subunidades a/a’ de
B-conglidnina (Gly m 5), por lo que conduimos que existe otro componente proteico de

reactividad cruzada enla semilla de soja ademas de G4.

Luego, se caracterizé la reactividad inmunoquimica de la subunidad a de B-
conglicinina de soja y de una delecién de la misma conteniendo el dominio c-terminal,
obtenidas en forma recombinante. La reactividad de ambas fracciones frente a anticuerpos
especificos anti-PLV observada in vitro confirmé nuevamente la reactividad cruzada de la
subunidad a de la soja con caseinas bovinas, atribuyéndose la misma a la presencia de
epitopes contenidos en el fragmento a-CTD. Mediante un andlisis in silico e in vitro con
péptidos sintéticos y recombinantes, se mapearon los epitopes responsables de la
reactividad cruzada con caseinas bovinas. La estructura de la subunidad a fue obtenida
empleando modelado por homologia observandose que los epitopes de reactividad cruzada

predichos se ubicaban en la superfice de la molécula.

Finalmente, se obtuvo un modelo murino de alergia alimentaria a LV que permitié
estudiar la reactividad cruzada con proteinas de soja in vivo. La aparicion de signos clinicos,
reacciones de hipersensibilidad cutdnea inmediata y pardmetros séricos compatibles con una
respuesta alérgica IgE mediada en animales sensibilizados a PLV luego del desafio oral con
proteinas de soja, demostrd la reactividad cruzada entre proteinas de soja y PLV, y ademas
confirmo la reactividad de la subunidad a de B-conglicinina y la presenda de epitopes en el

fragmento a-CTD.
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Los resultados expuestos en el presente trabajo demuestran que la reactividad
cruzada puede darse, ademas de entre proteinas muy similares pertenecientes a una misma
familia como ocurre entre vicilinas de frutas secas y mani o leguminas de soja y mani (T A
Beardslee et al. 2000b; Barre et al. 2008b; Xiang et al. 2002a; Barre, Borges, and Rougé 2005;
Jenkins et al. 2005b), entre proteinas no relacionadas evolutivamente. Especificamente en
este trabajo hemos descripto la reactividad cruzada entre proteinas de origen animal, las
caseinas bovinas, y de origen vegetal (soja), las subunidades G4 de la globulina 11S (Gly m6)
y la a de la globulina 7S (Gly m5), por lo cual la existencia de epitopes conservados no sélo
estaria restringido a proteinas evolutivamente relacionadas y podria atribuirse a la presencia
de arreglos estructurales comunes entre proteinas. A pesar de poseer diferente naturaleza,
diferentes secuencias aminoacidicas y caracteristicas estructurales, hemos comprobado que
anticuerpos especificos anti proteinas de LV de diferente origen e isotipo (IgG en sueros
policlonales, anticuerpos monodonales en ratdn, o bien IgE sérica de pacientes con ALV que
no han sido expuestos previamente a soja) son capaces de reconocer también componentes

de las familias de globulinas 7S (vicilinas) y 11S (leguminas) de soja in vitro.

Debido a la poca identidad de secuencia entre la glicinina A,AsB; (legumina) y la
subunidad a de B-conglicinina (vicilina), la reactividad cruzada entre estos componentes
observada en este trabajo, podria explicarse por la presencia de e pitopes conformacionales
conservados (Jenkins et al. 2005b). Sin embargo, los epitopes involucrados en las reacciones
descriptas en el presente trabajo son resistentes a los tratamientos térmicos empleados en
la preparacdn de extractos y también a las condiciones electroforéticas desnaturalizantes. La
resistencia a la digestion proteolitica y desnaturalizacion ylas propiedades anti-proteolitica e
inhibitoria de proteasas, son algunas de las caracteristicas que contribuyen a la
sensibilizacién oral y a la predisposicién a la inflamacién intestinal alérgica (Breiteneder,
Heimo and Christian Radauer 2004). Por otro lado, la reactividad cruzada observada la
hemos atribuido a la presencia de regiones en la zona c-terminal de las subunidades de Gly
m 5 con similitud secuencial con epitopes descriptos de caseinas bovinas. Secuencias de 6-8
aminoaddos podrian resultar expuestas luego del proceso de digestion de estos alergenos
alimentarios, y ser suficientes para constituir epitopes lineales o conformacionales capaces
de ser reconocidos por anticuerpos especificos o de reactividad cruzada (Silvanovich et al.
2006), por mas que el alergeno en su totalidad no presente similitud estructural o secuencial,

como ocurre con las caseinas bovinas y las proteinas de soja.
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A su vez, el hecho de que sélo hemos observado reactividad cruzada entre caseinas
bovinas y un componente del total de las seis subunidades de las glicininas Gly m6
(subunidad G4) y también una de las tres conglicininas, la subunidad a, podria deberse no
solo a las diferencias en cuanto a la presendia de epitopes entre las proteinas de familias
iguales o distintas, sino también a que los diversos anticuerpos empleados en los diferentes
ensayos poseen una especificidad variable. En este trabajo hemos demostrado que tanto los
anticuerpos monoclonales especificos anti caseinas bovinas, como los polidonales anti
proteinas de LV reconocieron mas de una proteina de soja, nativa o recombinante. Es dedir,
gue ademas de la presencia de epitopes compartidos entre proteinas de ambos sistemas,
existe cierta “plasticidad” de los anticuerpos para reconocer diferentes antigenos. Esta multi-
especificidad de los anticuerpos permite explicar hechos como las enfermedades
autoinmunes o las reacciones alérgicas mediadas por IgE, donde los anticuerpos reconocen
sustancdas nomalmente inocuas para el organismo, y se ha propuesto que se debe a la
capacidad de un anticuerpo de adoptar diversas conformacdiones en su sitio de unién (James,
Roversi, and Tawfik 2003). La variabilidad conformacional, o el dinamismo, se observa
naturalmente en varias proteinas (enzimas, anticuerpos) que presentan plegamientos y
funciones cambiantes. Esta propiedad determina la capacidad de evolucionar de ciertas
proteinas, es decir la habilidad para adoptar rapidamente nuevas funciones con su
plegamiento existente o induso cambiar hada un nuevo plegamiento (Tokuriki and Tawfik
2009). Luego, teniendo en cuenta estas caracteristicas inherentes a los anticuerpos, la
reactividad cruzada observada in vitro con diversos anticuerpos especificos contra proteinas
de LV nos ha pemitido identificar hasta el momento dos componentes de reactividad
cruzada con caseinas bovinas. Sin embargo, debido a la similitud estructural y secuendal con
otras leguminas y vidlinas, no debe descartarse |la posibilidad de que in vivo, los anticuerpos
especificos contra PLV en individuos alérgicos pudieran reconocer mas antigenos de soja. De
hecho, dado que el fragmento o-CTD conteniendo los epitopes responsables de la
reactividad cruzada con caseinas bovinas, posee una identidad secuencial del 92 y 81% con
los dominios equivalentes de las subunidades o’ y B, respectivamente, de la -conglicinina,
proponemos que estas dos subunidades de Gly m 5, también podrian presentar reactividad

cruzada.

La importancia de contar con los ensayos in vivo realizados sobre un modelo murino
de ALV nos ha permitido confirmar la alergenicidad de las proteinas de sojay la presenda de
al menos un epitope de reactividad cruzada con caseinas bovinas en la subunidad a, en el

dominio c-terminal. El/los epitopes presentes en soja demostraron la capacidad de producir
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el entrecruzamiento dos receptores Fce Rl de las células sensibilizadas que poseen en su
superficie IgE especificas de PLV, con la consecuente respuesta inflamatoria. Los ensayos de
proliferaciéon antigeno-especificos sugieren ademas que existen epitopes T de reactividad
cruzada, ademas de los epitopes B, Gy E. Modelos murinos de alergia alimentaria se han
empleado en diferentes situaciones para estudiar nuevas variantes de inmunointervencion.
Por ejemplo un modelo de alergia alimentaria al mani, usando diferentes protocolos de
desensibilizacion, ha sido utilizado con éxito para estudiar proteinas hipoalergénicas de mani
(producidas por mutagénesis sitio dirigida para alterar epitopes IgE) junto a adyuvantes
bacterianos como inmunomoduladores (Xiu-Min Li et al. 2003) y proteinas de soja

conteniendo epitopes de reactividad cruzada con alergenos de mani (Pons et al. 2004).

La caracterizacién de los epitopes T ha permitido comprender aspectos moleculares
y celulares de la reactividad cruzada que se observa en distintos sistemas (B Bohle et al.
2005; Beatrice Jahn-Schmid et al. 2005), a la vez que impulsé el desarrollo de nuevas vacunas
basadas en el empleo de péptidos hipoalergénicos para la induccién de tolerancia oral
(inmunoterapia oral o sublingual) (Gerstmayr et al. 2007; Knittelfelder, Riemer, and Jensen-
Jarolim 2009; Rosa, Ribeiro, and Cunha-Neto 2010; M Yang, C Yang, and Mine 2010). Por lo
tanto la identificacion de péptidos conteniendo epitopes T arroja importante informacion a
ser aplicada en el desarrollo de vacunas T. La administracddn por distintas vias mucosales
constituye en la actualidad una forma segura y efectiva de vacunacién en comparacién con
las vias sistémicas que se han empleado desde hace muchos afios. El empleo de modelos
animales para probar la eficacia de estas vacunas puede sentar las bases experimentales
para la induccién de tolerancia inmune antigeno-especifica. Por lo tanto la optimizacién de
protocolos en los que el antigeno sea expuesto directamente en al mucosa, puede tener un
importante impacto en el desarrollo de nuevas terapias inmunomodulatorias a aplicar en
humanos. Estudios de este tipo se han probado con éxito en modelos animales de
enfermedades autoinmunes (Jewell et al. 1998; Caroline C Whitacre et al. 2004), alergias
respiratorias (Takagi et al. 2005) y alergias alimentarias (M Yang, C Yang, and Mine 2010). En
humanos en los ultimos afios la inmunoterapia oral o sublingual ha resultado ser eficaz en
distintos sistemas, y se observa que los pacientes logran tolerar cantidades crecientes de
alergenos (Hiroi and Takaiwa 2006; Takaiwa 2007; Domon et al. 2009). Estos resultados han
sido eficientes en un rango de situaciones que van desde evitar reacciones alérgicas frente a
contactos accidentales con el alergeno, hasta tolerar totalmente la exposicién natural al
mismo (Buchanan et al. 2007; Staden et al. 2007). El trabajo de Staden (Staden et al. 2007)

fue el primer ensayo dinico controlado con alergenos de huevo. Para alergia a leche de vaca
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se ha observado en los Ultimos afios que en estos pacientes la tolerancia natural se alcanza a
edades mas tardias, presenta una mayor tendencia a ser persistente y suele ocasionar
anafilaxia (Bock, A Mufioz-Furlong, and H A Sampson 2001; Bock, Anne Mufioz-Furlong, and
Hugh A Sampson 2007; Pumphrey and Gowland 2007). Por lo tanto resulta altamente
deseable desarrollar u optimizar nuevas terapias para intervenir en esta patologia. Se han
realizado estudios empleando leche de vaca en distintas dosis, doble ciego y con placebo, en
pacientes mayores de 5 afos (Giorgio Longo et al. 2008; Skripak and Wood 2009),
lograndose un incremento en el umbral de contacto con el alergeno para inducir una
reaccion alérgica, con un incremento en los niveles séricos de IgG4. Sin embargo, el hecho
gue en estos estudios se observe la aparicion de reacciones adversas impulsa al desarrollo de
nuevos estudios para mejorar la seguridad y la eficada de este tipo de

inmunointervenciones.

Los resultados hasta aqui obtenidos permiten interpretar la intolerancia dinica a las
formulas a base de proteinas de soja que se presenta en algunos niflos con ALV durante el
tratamiento sustitutivo. Por la edad de los nifios a la que se manifiesta esta intolerandia,
probablemente éstos no han estado previamente expuestos a proteinas de soja. Esto
determina que las reacciones adversas que manifiestan serian debidas al reconocimiento en
forma cruzada de proteinas de soja por anticuerpos y LT especificos generados contra PLV. A
priori, contar con una variedad de soja carente del Unico componente de soja descripto
como componente de reactividad cruzada con caseinas bovinas (G4) para emplear como
sustituto hipoalergénico en nifios con ALV, no es suficiente ya que hemos comprobado la
existenda de reactividad cruzada también debido a la subunidad a de B-conglicinina. Por lo
tanto, y dada a la homologia existente entre las tres subunidades de Gly m 5, de
comprobarse la alergenicidad en las subunidades o' y B, seria necesario modificar
genéticamente la composicidn de proteinas de reserva en soja, o emplear una variedad de
soja que no exprese los genes codificantes para la subunidad G4 de Gly m6, ni las
subunidades de Gly m5, si se pretende desarrollar un producto hipoalergénico empleando
proteinas de soja. En Japdn, donde los problemas de alergia a proteinas de soja son mas
importantes, por métodos ddsicos de mejoramiento genético se ha obtenido una variedad
sin la subunidad alfa de la beta conglicinina (Samoto et al. 1997), sin embargo las otras dos
subunidades (alfa prima y beta) no han sido eliminadas ya que sélo recientemente se ha

informado que también serian alergénicas (Adachi et al. 2009; Krishnan et al. 2009).
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Por otro lado, estos resultados nos alientan a profundizar el analisis del sistema
leche-soja, y proyectar los estudios hacia el desarrollo de vacunas mucosales basadas en la
reactividad cruzada que existe entre los alergenos con el consiguiente empleo de péptidos
hipoalergénicos que contengan epitopes T y epitopes B alterados. En este sentido los
estudios de scanning de alanina resultan muy importantes para identificar aquellas
posiciones aminoacidicas que son criticas para el reconocimiento de los anticuerpos IgE.
Sobre la base de la identificacion de péptidos conteniendo los epitopes responsables de la
reactividad cruzada que hemos presentado en este trabajo, continuaremos con los trabajos
de identificacién de epitopes B (ensayos con péptidos solapados y anticuerpos monoclonales
e IgE séricos) y T (aislamiento y clonadén de linfocitos T especificos de sangre periférica)
para definir los péptidos a emplear por distintas vias mucosales (intranasal y oral) con el

propdsito de indudr linfodtos T regulatorios especificos.

Ademads esta hipdtesis puede ser reforzada por el hecho que la alergia alimentaria a
proteinas de soja que ingresan por el tracto gastrointestinal no es frecuente y que la alergia a
soja se observa principalmente en padentes que presentan una sensibilizacién primaria a
otros alergenos. Existen otros sistemas alergénicos donde se estan estudiando terapias

similares en modelos animales aunque no han alcanzado las fases clinicas en humanos.

La posibilidad de clonar y expresar las otras subunidades de B-conglicinina permitira
evaluar la existencia de alergenos de reactividad cruzada adicionales, obtener mayor
informacién sobre las caracteristicas de los epitopes B y T de reactividad cruzada y la
identificacién de péptidos con epitopes T para su aplicacion en inmunoterapia oral.
Asimismo contar con alergenos recombinantes, péptidos sintéticos, anticuerpos
monodonales purificados, anticuerpos monoclonales recombinantes (expresion en E. coli),
anticuerpos IgE humanos recombinantes (obtenidos por phage display a partir de linfocitos B
de pacientes alérgicos) nos permitird ahondar en el conocimiento de la interaccidn antigeno-
anticuerpo por aplicacién de modernas tecnologias dirigidas a caracterizar la constante de
afinidad Ag-Ac (por BIA-CORE), detalles moleculares de lainteraccidon Ag-Ac (por técnicas in
silico de docking), y la existencia de uno o mas epitopes E en el antigeno (estudio de la
activacion ex vivo de basofilos periféricos por citometria de flujo). Asimismo se iniciaran los
estudios clinicos en pacdentes alérgicos a leche de vaca para corroborar por desafio oral

controlado y con placebo la alergenicidad cruzada entre leche y soja.

En conclusidn, en el trabajo de tesis aqui presentado confirmamos la reactividad

cruzada existente entre leche y soja, identificamos un nuevo alergeno de soja de reactividad
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cruzada (Gly m 5.0101), iniciamos la caracterizacion de epitopes By T, obtuvimos alergenos
de soja en forma recombinante, péptidos sintéticos y recombinantes, pusimos en evidencia
la alergenicidad cruzada in vivo e identificamos un péptido que contiene epitopes By T (a-
CTD). Asimismo, validamos el empleo del modelo murino de alergia alimentaria a leche
bovina en ratones BALB/c como una herramienta bioldgica para identificar alergenos de
reactividad cruzada, con una potencial aplicacién al estudio de nuevas variantes
hipoalergénicas a emplearse en el desarrollo de futuras vacunas mucosales

inmunomodulatorias.
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